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1. Einleitung 
1.1. Das Immunsystem im Überblick 
Immunantworten werden durch die Einteilung in ein angeborenes und in ein adaptives 
Immunsystem kategorisiert. Das adaptive Immunsystem wird weiter in ein humorales und ein 
zelluläres System unterteilt. Die Mechanismen der humoralen Immunität sind durch 
Generierung von Antikörpern, die von B-Zellen produziert werden, bei der Beseitigung von 
Pathogenen im Blut oder in Gewebsflüssigkeiten involviert. Dahingegen sind die zellulären 
Mechanismen, die durch Killer-T-Zellen vermittelt werden, für die Beseitigung von 
Tumorzellen und intrazellulären Pathogenen verantwortlich. T- und B-Lymphozyten 
exprimieren spezifische     T-Zell-Rezeptoren (TCRs) bzw. B-Zell-Rezeptoren (BCRs), die ein 
breites Spektrum von verschiedenen Antigenen erkennen. TCRs und BCRs werden durch DNA-
Rekombination während der Differenzierung zu T- und B-Zellen generiert. Jeder TCR bzw. BCR 
besteht aus einer variablen und einer konstanten Region. Die variable Region wird durch 
verschiedene Gensegmente kodiert. Jedes Mitglied dieser Gensegmente wird zufällig mit den 
anderen Segmenten verbunden, so dass ein Spektrum von Rezeptoren mit hoher Diversität 
entsteht. Dabei können auch Rezeptoren entstehen, die mit körpereigenen Autoantigenen 
reagieren. Lymphozyten, die einen selbsterkennenden Rezeptor tragen, werden während der 
Differenzierung ausgeschlossen. Gelangt ein Pathogen in den Organismus werden T- und       
B-Lymphozyten aktiviert und die Entwicklung von Killer-T-Zellen sowie die Produktion von 
Antikörpern wird induziert. Zur selben Zeit werden Gedächtnis-T- und -B-Zellen generiert, die 
bei einer wiederholten Infektion, innerhalb eines kurzen Zeitraums auf dasselbe Pathogen 
bzw. Antigen reagieren können. 
Eine primäre adaptive Immunantwort setzt ein funktionierendes angeborenes Immunsystem 
voraus. Auch dem angeborenen Immunsystem stehen humorale (z.B. Komplementfaktoren, 
Defensine) sowie zelluläre Mechanismen zu Verfügung. Die zellulären Mechanismen werden 
durch Leukozyten sowie Makrophagen und dendritische Zellen vermittelt, die kollektiv als 
Phagozyten bezeichnet werden, da sie Pathogene aufnehmen und abtöten können. Die 
dendritische Zelle ist dabei darauf spezialisiert Antigenpeptide von Pathogenen an T- und B-
Lymphozyten zu präsentieren. Nachdem das Pathogen aufgenommen wurde und verdaute, 
kleine Peptide über MHC (Major Histocompatibility Complex)-Moleküle auf der Zelloberfläche 
exprimiert werden, migriert die Zelle vom Ort der Infektion zu den regionalen Lymphknoten. 
Dort präsentiert sie das Antigen naiven Lymphozyten mit den entsprechenden Rezeptoren 
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und induziert deren klonale Expansion. Für eine effiziente T- bzw. B-Zellreaktion muss eine 
Antigen-präsentierende dendritische Zelle über weitere angeborene Mechanismen aktiviert 
werden. Diese Mechanismen werden durch eine Vielfalt an Keimbahn-kodierten Rezeptoren 
(z.B. TLRs), die zwischen Selbst und Fremd unterscheiden können, vermittelt und führen 
schließlich zur Induktion kostimulatorischer Moleküle sowie der Freisetzung von Zytokinen. 
(Akira; Kumar, Kawai et al. 2011; Murphy 2011) 
1.1.1. Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem bildet die erste Linie in der Abwehr gegen Infektionen. Keim-
bahn-kodierte Rezeptoren erkennen dabei molekulare Motive. Die Aktivierung dieser Rezep-
toren führt zur Initiation einer pro-inflammatorischen Immunantwort und ermöglicht somit 
die Beseitigung der Infektion (Bryant and Monie 2012). Dabei wird das angeborene Immunsys-
tem als eine evolutionär ältere Strategie zur Erreger-Abwehr betrachtet, die sich vor der Ab-
spaltung eines adaptiven Immunsystems entwickelte und immer noch die dominante Form 
der Abwehr in Pflanzen, Pilzen, Insekten und primitiven multizellulären Organsimen darstellt 
(Hoffmann, Kafatos et al. 1999; Janeway and Medzhitov 2002). 
Die Hauptaufgaben des angeborenen Immunsystems umfassen, als geschichtetes System, in 
Vertebraten das Errichten von physikalischen und chemischen Barrieren gegenüber infektiö-
sen Agenzien, die Identifikation und Beseitigung von fremden Substanzen, die diese Barrieren 
überwunden haben, die Rekrutierung weiterer Immunzellen zur Infektionsstelle, die Produk-
tion von bestimmten Mediatoren sowie die Aktivierung des adaptiven Immunsystems durch 
Antigenpräsentation. 
Die physikalische und chemische Barriere wird u.a. durch die Barrierefunktion der Körperepi-
thelien auf Grund ihrer spezialisierten Zell-Zell-Interaktionen (tight junctions) sowie der Sekre-
tion von antimikrobiellen Enzymen und Peptiden (z.B. Defensine) gewährleistet.  
Ist diese erste Barriere überwunden stehen angeborene Immunzellen, die sich in den umge-
benden Geweben befinden zur Verfügung. Dazu gehören Makrophagen, Mastzellen und 
dendritische Zellen, die das Pathogen über intrazelluläre oder oberflächlich exprimierte PRRs 
(Pattern-Recognition Receptors) erkennen. Diese Rezeptoren detektieren, direkt oder indi-
rekt, bestimmte PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), wie mikrobielle Nuklein-
säuren, Lipoproteine und Kohlenhydrate oder sogenannte DAMPs (damage-associated mole-
cular patterns), die von beschädigten Zellen freigesetzt werden. Aktivierte PRRs oligomerisie-
ren und formieren sich zu einem großen multimeren Komplex, der eine Signalkaskade initiiert 
und die Freisetzung von Faktoren auslöst, die zu vaskulären Veränderungen führen und die 
Rekrutierung weiterer Immunzellen, wie zirkulierende Monozyten und Neutrophile, fördern. 
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Histamine, Prostaglandine und Stickstoffoxide wirken auf die vaskuläre glatte Muskulatur, 
indem sie eine Vasodilatation verursachen, die wiederum den Blutfluss erhöht und damit zir-
kulierende Leukozyten zum Ort der Infektion bringt. Gleichzeitig wirken inflammatorische 
Mediatoren, wie Histamine und Leukotriene auf endotheliale Zellen und erhöhen die vaskulä-
re Permeabilität und erlauben Plasmaproteinen und Leukozyten aus der Zirkulation auszutre-
ten. Zytokine wie TNF (tumor necrosis factor) und IL1 (Interleukin 1) fördern die Leukozyten-
Extravasation durch Induzierung einer erhöhten Expression von Adhäsionsmolekülen auf den 
endothelialen Zellen.  
Aktivierte dendritische Zellen, Makrophagen und Neutrophile beseitigen an der Infektions-
stelle fremde Partikel und Zelltrümer durch Phagozytose und sezernieren dabei Zytokine, die 
die Lymphozyten-vermittelte adaptive Immunantwort formen, während Antigen-
präsentierende Zellen über die Expression von MHC-Molekülen und kostimulatorischen Mole-
külen die Lymphozyten aktivieren. 
Eine wichtige Rolle spielen auch die als Interferone (IFN) bekannten Zytokine, die durch eine 
virale Infektion induziert werden und daraufhin einen antiviralen Zustand in der infizierten 
Zelle selbst und in benachbarten Zellen auslösen. Unter anderem aktivieren sie eine bestimm-
te Klasse von Lymphozyten, die als natürliche Killerzellen (NK-Zellen) bezeichnet werden und 
zur angeborenen Immunabwehr von Viren und anderen intrazellulären Pathogenen beitragen. 
Neben diesem zellulären Mechanismus besitzt das angeborene Immunsystem mit dem Kom-
plementsystem noch eine weitere humorale Komponente. Dieses Verteidigungssystem be-
steht aus einer großen Anzahl verschiedener Plasmaproteine, die miteinander interagieren, 
um Pathogene zu lysieren oder zu opsonieren. Eine Opsonierung führt zu einer verbesserten 
Antigenaufnahme und Phagozytose und löst gleichzeitig eine Serie von inflammatorischen 
Reaktionen aus (Newton and Dixit 2012). 
Insgesamt werden die Effektormechanismen des angeborenen Immunsystems durch Keim-
bahn-kodierte Rezeptorsysteme (PRRs) reguliert, die auf allen Zellen gleichermaßen expri-
miert sind und somit unverzüglich eine Immunantwort ermöglichen. 
Ein großes Interesse der immunologischen Forschung besteht darin, diese regulativen Prozes-
se als Teil eines hochkomplexen Systems umfassender zu verstehen. Über medizinische An-
wendungen können diese Prozesse beeinflusst werden, z.B. durch eine gezielte Aktivierung 
bei schweren Infektionskrankheiten oder Tumorerkrankungen oder im Sinne einer Immun-
suppression bzw. Immunmodulation bei fehlgeleiteten Immunreaktionen, die zu Allergien, 
Autoimmunerkrankungen und Transplantatabstoßung führen können (Murphy 2011). 
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1.2. Pattern-Recognition Rezeptoren (PRRs) 
1.2.1. Überblick der PRRs 
Wie beschrieben, beruht das angeborene Immunsystem auf Keimbahn-kodierten Rezeptorsys-
temen, die erlauben zwischen infektiösem Fremd und nicht-infektiösem Selbst zu unterschei-
den. Abb. 1.1 zeigt einen Überblick dieser Rezeptorsysteme, deren Lokalisation sowie den 
entsprechenden Liganden, die als Substanzklassen zusammengefasst sind. Bei den Substanz-
klassen spricht man von sogenannten PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), wie 
mikrobiellen Nukleinsäuren, Lipoproteinen und Kohlenhydraten oder DAMPs (damage-
associated molecular patterns), die von beschädigten Zellen freigesetzt werden. Die Unter-
scheidung zwischen Selbst und Fremd beruht vermutlich aber nicht nur auf der Beschränkung 
durch die Erkennung von PAMPs und DAMPs, sondern auch auf der Sequestrierung potentiell 
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PRRs können allgemein in fünf verschiedene Klassen unterteilt werden: TLRs (Toll-like recep-
tors), NLRs (nucleotide-binding leucine-rich repeat-containing receptors), RLRs (retinoic acid-
inducible gene-I (RIG-I)-like receptors), CTLs (C-type lectins) und ALRs (Absent-in-melanoma-
like receptors). 
Zusammen stellen diese Rezeptorfamilien ein umfangreiches Repertoire an „Abwehrposten“ 
bereit, die responsiv gegenüber aktivierenden Liganden exogener Natur, wie Pathogenen und 
Allergenen, sowie gegenüber endogenen Gefahr-Signalen sind. 
TLRs sind in der Plasmamembran der Zelle lokalisiert, wo sie ein breites Spektrum von Lipid-
oder Protein-basierten Liganden erkennen können. TLRs kommen aber auch in endosomalen 
Membranen vor. Dort können sie auf Nukleinsäuren reagieren und stellen damit ein Schlüs-
selelement in der antiviralen Immunantwort dar.  
CTLs (z.B. Dectin-1) sind Membran-assoziierte Rezeptoren, die nur auf der Zelloberfläche vor-
kommen. CTLs erkennen generell Kohlenhydrat-basierte Liganden und sind damit wichtige 
Sensoren für die Erkennung von fungalen Infektionen. 
NLRs, RLRs und ALRs befinden sich im Gegensatz zu den TLRs und CTLs im Zytoplasma. Die 
bisher charakterisierten NLRs (z.B. NALP3) reagieren auf ein Spektrum von viralen, bakteriel-
len und wirtseigenen Liganden. RLRs (z.B. RIG-I und MDA5) und ALRs (z.B.AIM2 als DNA-
Sensor) erkennen bakterielle und virale RNA bzw. DNA.  
Für viele Pathogene werden durch die Gesamtheit dieser Rezeptorsysteme gleichzeitig mehre-
re verschiedene Rezeptoren und die korrespondierenden Signalwege aktiviert. Die Rezepto-
raktivierung führt zur Induktion einer pro-inflammatorischen Immunantwort. Diese Antwort 
ist charakterisiert und kontrolliert durch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine.  
(Hansen, Vojtech et al.; Bryant and Monie 2012)  
Die Rezeptorsysteme bedienen sich dabei zur Signalgebung hochkonservierter Proteindomä-
nen, wie LRRs (leucine-rich repeats), CARDs (caspase activation and recruitment domains), 
PYD (pyrin domains), NACHT-Domänen (domains present in NAIP, CIITA, HET-E and TP1), DD 
(death domain) sowie TIR-Domänen (Toll/Interleukin 1 receptor) (Zhang, Zmasek et al. 2010). 
Neben den hier beschriebenen klassischen, signalgebenden Rezeptorsystemen gibt es auch 
PRRs, die als phagozytotische Rezeptoren die Aufnahme eines gebundenen Pathogens vermit-
teln (z.B. Mannose Rezeptor, Scavenger Rezeptor, DEC205). Auch sind chemotaktische PRRs 
bekannt, wie der fMet-Leu-Phe-Rezeptor, der N-formylierte Peptide von Bakterien erkennt 
und so Neutrophile und Monozyten zur Infektionsstelle leitet. Sezernierte, in Körperflüssigkei-
ten lösliche PRRs spielen v.a. eine Rolle bei der Pathogenopsonierung, der Aktivierung des 
Komplementsystems und in einigen Fällen bei dem Transfer von bestimmten PAMPs zu ande-
ren PRRs. Darüber hinaus finden sich im Zytoplasma Systeme, die auf intrazelluläre Pathogene 
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reagieren und deren Replikation blockieren (PKR, OAS) (Janeway and Medzhitov 2002; Mur-
phy 2011). 
1.2.2. Toll-like Rezeptoren (TLRs) 
TLRs (Toll-like receptors) sind die am umfangreichsten un-
tersuchten PRRs (Pattern recognition receptors) und werden 
als primäre Sensoren für Pathogene betrachtet. Nach der 
Entdeckung des Toll-Proteins in Drosophila melanogaster 
(Lemaitre, Nicolas et al. 1996) erweiterte sich das Feld der 
TLR-Immunbiologie rasch. Bisher sind in Vertebraten 13 TLR-
Mitglieder bekannt (TLR1-13), wobei davon 10 TLR-
Mitglieder im humanen System und 12 im murinen System 
exprimiert werden. TLR1 bis TLR9 sind in Mensch und Maus 
konserviert, wobei immer mehr Studien das Vorkommen 
von bestimmten Polymorphismen in verschiedenen Spezies 
als auch innerhalb verschiedener Populationen einer Spezies 
beschreiben (Bryant and Monie 2012; Netea, Wijmenga et 
al. 2012). TLR10 wird im humanen, aber aufgrund des Vor-
kommens eines Stopcodons nicht im murinem System ex-
primiert, während TLR11, 12 und 13 in der Maus aber nicht 
im Menschen exprimiert werden. Bis vor Kurzem wurde für 
TLR8 angenommen, dass dieser in der Maus, ähnlich wie 
TRL10, inaktiv sei. Einige Berichte konnten aber zeigen, dass der murine TLR8 nicht nur eine 
Rolle bei der Produktion von Typ I Interferonen (IFN) als Antwort auf virale Pathogene spielt, 
sondern auch durch Ligation bakterieller RNA aktiviert wird (Cervantes, Weinerman et al. 
2012). Die TLR-Familie erkennt verschiedene PAMPs (pathogen-associated molecular pat-
terns) unterschiedlicher pathogener Herkunft, wie z.B. von Bakterien, Viren, Pilzen oder ein-
zelligen Parasiten. PAMPs sind biochemisch den Substanzklassen der Proteine, Lipide, Kohlen-
hydrate oder Nukleinsäuren zuzurechnen (Kumar, Kawai et al. 2011). 
TLR10 im Menschen sowie TLR12 und TLR13 in der Maus sind bisher nicht ausreichend charak-
terisiert und ihre Funktion noch nicht vollständig geklärt (Kawai and Akira 2010). Für TLR12 
wurde eine Funktion bei der Abwehr von Toxoplasma gondii gezeigt (Koblansky, Jankovic et al. 
2013), während TLR13 eine Rolle bei der Erkennung bakterieller RNA spielt (Oldenburg, Kruger 
et al. 2012). 
Abb. 1.2 TLR-Struktur (Akira and 
Takeda 2004). TLRs bestehen aus 
einer extrazellulären Domäne, 
die für die Ligandenbindung 
verantwortlich ist, einer Trans-
membrandomäne und einer 
zytoplasmatischen, signalgeben-
den TIR-Domäne. 
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TLR1, 2, 4, 5, 6 und der murine TLR11 sind primär, aber nicht exklusiv, auf der Zelloberfläche 
exprimiert und dienen der Erkennung von PAMPs, die von Bakterien, Pilzen und Protozoen 
stammen. Dagegen liegen TLR3, 7, 8, 9 exklusiv in endosomalen Kompartimenten vor und 
erkennen primär Nukleinsäuren verschiedener Viren und Bakterien (Kawai and Akira 2010; 
Kumar, Kawai et al. 2011). Hierbei muss angemerkt werden, dass sich die Sichtweise über die 
zelluläre Lokalisation der TLRs als immobiles System in jüngerer Vergangenheit immer mehr 
hin zu einem mobilen und dynamischen Bild dieses Systems verändert, dessen Lokalisation 
innerhalb der Prozesse von PAMP-Erkennung und Signalgebung dynamisch reguliert wird (Ka-
gan 2012). 
TLRs gehören zu den Typ I Membran-Glykoproteinen und bestehen aus einer extrazellulären 
Domäne mit sogenannten LRRs (leucin rich repeats), die für die PAMP-Erkennung notwendig 
ist und einer zytoplasmatischen TIR (Toll/Interkeuin-1 receptor)-Domäne, die die weitere Sig-
nalgebung vermittelt (Carpenter and O'Neill 2009) (Abb. 1.2).  
Die TLRs führen über ihre Signalwege (1.2.2.2) zur Expression von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und kostimulatorischen Molekülen. Diese Ereignis-
se leiten einerseits die Rekrutierung verschiedener Immunzellen ein und initiieren und modu-
lieren andererseits die adaptive Immunantwort. Bei viralen Infektionen führen v.a. die Induk-
tion von Typ I IFN (IFNα und IFNβ) und die IFN-induzierten Proteine zur Etablierung eines anti-
viralen Status in uninfizierten Zellen. 
1.2.2.1. Liganden und Expression der TLR-Mitglieder 
TLRs werden auf verschiedenen Immunzellen, wie B-Zellen, dendritischen Zellen (DCs), Mono-
zyten und Makrophagen exprimiert, aber auch auf Nicht-Immunzellen, wie Fibroblasten oder 
Epithelzellen (Lee and Kim 2007). Die TLR-Mitglieder können bezüglich ihrer primären, zellulä-
ren Lokalisation in zwei Subpopulationen unterteilt werden. So erkennen die primär auf der 
Oberfläche exprimierten TLR1, 2, 4, 5, 6 mikrobielle Komponenten wie Lipide, Lipoproteine 
und Proteine. TLR3, 7, 8 und TLR9 dagegen sind in intrazellulären Vesikeln wie Endosomen, 
Lysosomen und dem endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und erkennen verschiedene 
mikrobielle Nukleinsäurespezies (Kumar, Kawai et al. 2011). 
TLR3 erkennt doppelsträngige (ds) RNA, wie sie z.B. als genomische RNA in dsRNA-Viren vor-
kommt und als Intermediate, während des Replikationszyklus von einzelsträngigen (ss) RNA-
Viren entsteht (Alexopoulou, Holt et al. 2001). Zusätzlich erkennt dieser Rezeptor PolyI:C (po-
lyinosinic polycytidytic acid), das als ein synthetisches dsRNA-Analogon bekannt ist (Field, 
Tytell et al. 1967). TLR7 wurde zunächst als ein PRR beschrieben, der Imidazoquinolin-Derivate 
wie Imiquimod oder Resiquimod (R848) und Guanin-Analoga wie Loxoribin erkennen kann. All 
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diese Derivate haben anti-virale und anti-tumorale Eigenschaften (Hemmi, Kaisho et al. 2002). 
Anschließend wurden Guanosin- und Uridin-reiche ssRNAs, synthetische Polyuridin ssRNAs 
und bestimmte siRNAs als weitere Liganden des TLR7 identifiziert (Bauer, Pigisch et al. 2008). 
TLR8 ist phylogenetisch dem TLR7 am ähnlichsten. Der humane TLR8 erkennt ssRNA und, 
ebenso wie der TLR7, R848 (Bauer, Pigisch et al. 2008). Für TLR9 charakterisierte man anhand 
synthetischer Oligodesoxynukleotide mit Phosphothioat-modifiziertem Desoxyribose-Rückgrat 
zunächst 2`-Desoxyribo-Cytidin-Guanosin (CpG)-DNA-Motive als Liganden, die in Vertebraten 
in geringerer Anzahl und durch die dort verbreitete DNA-Methylierung so nicht vorliegen 
(Bauer, Kirschning et al. 2001). Später wurde gezeigt, dass die TLR9-vermittelte DNA-
Erkennung von DNA mit Phosphodiester-Rückgrat unabhängig von der Basensequenz induziert 
wird (Haas, Metzger et al. 2008).  
Zusätzlich zu den bisher beschriebenen PAMPs wird durch Bildung von TLR-Heterodimeren 
das PAMP-Spektrum erweitert. So vermittelt ein Heterodimer, gebildet aus TLR1 und TLR2, 
z.B. die Erkennung von bakteriellen Triacyl-Lipopeptiden, während TLR2/TLR6-Heterodimere 
bakterielle Diacyl-Lipopeptide detektieren (Kumar, Kawai et al. 2011). 
In Tab. 1.1 ist das TLR-Expressionsprofil auf verschiedenen Zellpopulationen sowie die ent-
sprechenden, bekannten TLR-Liganden zusammengefasst. 
 
Tab. 1.1 TLR-Expressionsprofil auf verschiedenen Zellpopulationen mit den entsprechenden bekann-
ten TLR-Liganden (Lee and Kim 2007; Abdelsadik and Trad 2011; Kumar, Kawai et al. 2011) 
TLR Ligand Zelltyp* 
TLR1/2 Triacyl-Lipopetide  Mɸ, cDCs, Neutrophile, 
Mastzellen 
TLR2 Lipoteichonsäure, Lipopeptide (Pam3CSK4) Pepti-
doglycan, Lipoarabinomannan von Mykobakterien, 
Hämagglutinin, Phospholipomannan, Glykosyl-
phosphatidyl-Inositol Mucin, Zymosan 
Mɸ, cDCs, Neutrophile, 
Mastzellen 
TLR3 Virale dsRNA, PolyI:C, ssRNA Virus, dsRNA Virus, 
respiratorisches Synzytial Virus, murines Cytomeg-
alovirus 
cDCs, murine Mɸ,  
Endo/ Epithelzellen 
TLR4 Lipopolysaccharid, Mannan, Glykoinositolphospho-
lipide, Hüll- und Fusions- Proteine vom Mamma-
tumorvirus bzw. respiratorischen syncytial Virus, 
nach H5N1 avian Influenza Virus Infektion entste-
hende endogene oxidierte Phospholipide, Pneumo-
lysin von Streptococcus pneumoniae, Placitaxel  
Mɸ, cDCs, Neutrophile, 
Mastzellen, Eosinophile, 
murine B-Zellen 
TLR5 bakterielles Flagellin  Monozyten, cDCs,  
intestinale Epithelzellen 
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TLR7 ssRNA Virus, Purin Analoga (Imidazoquinoline), 
RNA von B Streptokokken, synthetische PolyU RNA, 
bestimmte siRNAs 
pDCs, Neutrophile,  
Eosinophile 
TLR8 (human) ssRNA von RNA Viren, Purin Analoga (Imidazoqui-
noline) 
Monozyten, cDCs,  
Neutrophile, Mastzellen 
TLR9 dsDNA Viren, Herpes simplex Virus und murines 
Cytomegalievirus, CpG-Motive von Bakterien und 
Viren, Hemozoin vom Malaria Parasit 
pDCs, NK Zellen,  
Eosinophile, Neutrophile,  
murine B-Zellen 
TLR10 (human) bisher nicht identifiziert  pDCs, B-Zellen 
TLR11 (murin) Uropathogene Bakterien, Profillin-ähnliches Mole-
kül von Toxoplasma gondii 
Mɸ, Epithelzellen 
TLR12 (murin) Toxoplasma gondii bisher nicht vollständig 
untersucht 
TLR13 (murin) Bakterielle RNA bisher nicht vollständig 
untersucht 
 
*mindestens auf mRNA Ebene bestätigt, Mɸ: Makrophagen, cDCs: konventionelle dendritische Zellen, 
pDCs: plasmazytoide dendritische Zellen 
1.2.2.2. Signalgebung der TLR-Mitglieder 
Die TLR-vermittelte Signalgebung wird durch ein enges und komplexes Netzwerk von ver-
schiedenen Signalmolekülen dargestellt. Die in diesem Zusammenhang bekannten Signalwege 
werden im Folgenden beschrieben und sind zusammenfassend in Abb. 1.3 dargestellt. 
Nach Liganden-Bindung, Rezeptor-Dimerisierung und konformationellen Veränderungen wird 
die TLR-Signalgebung primär durch die Rekrutierung von verschiedenen TIR-Domäne-
aufweisendenen Adaptermolekülen an die TIR-Domänen der verschiedenen TLRs vermittelt. 
Zu diesen Adaptermolekülen gehören MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 
88), TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFNβ) (TICAM-1), TIRAP (TIR domain con-
taining adaptor protein) und TRAM (TRIF-related adaptor molecule). Die Rekrutierung der 
Adaptermoleküle führt zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie NF-κB (nuc-
lear factor kappa B), IRF3 (interferon regulatory factor 3) und IRF7 sowie MAP (mitogen-
activated protein)-Kinasen, die wiederum die Produktion von pro-inflammatorischen Zytoki-
nen und Typ I IFN induzieren.  
Alle TLRs bis auf den TLR3 rekrutieren MyD88 und initiieren damit die MyD88-abhängige Sig-
nalgebung, die in Makrophagen und konventionellen dendritischen Zellen (cDCs) zur Aktivie-
rung von NF-ĸB und MAP-Kinasen und entsprechend zur Induktion von pro-inflammatorischen 
Zytokinen führt. Zusätzlich zu MyD88 rekrutieren TLR1, 2, 4 und TLR6 ein weiteres Adapter-
molekül, namens TIRAP, um die MyD88-abhängige Signalgebung zu vermitteln. TLR3 kann 
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aufgrund eines fehlenden Prolins im zytoplasmatischen Teil des TLR3, der eine Assoziation mit 
MyD88 verhindert, ausschließlich über den MyD88-unabhängigen Weg signalisieren (Jiang, 
Mak et al. 2004). 
Neben der MyD88-abhängigen Signalgebung wird durch die Aktivierung von TLR3 und TLR4 
das Adaptermolekül TRIF gebunden und führt zu einer TRIF-abhängigen Signalgebung, die 
durch die Aktivierung von NF-ĸB und IRF3 sowohl zur Induktion von pro-inflammatorischen 
Zytokinen als auch von Typ I IFN führt. TLR4 rekrutiert TRIF über ein weiteres Adaptermolekül, 
TRAM. Gleichzeitig löst TLR4 über die Bindung von TIRAP die MyD88-abhängige Signalgebung 
aus (Kumar, Kawai et al. 2011). TLR4 rekrutiert dabei zunächst TIRAP, das wiederum die Re-
krutierung von MYD88 ermöglicht und damit die erste Phase der NF-ĸB und MAP-Kinasen-
Aktivierung initiiert. Für die TRIF-abhängige Signalgebung wird TLR4 zum Endosom transpor-
tiert und formt einen Komplex mit TRAM und TRIF. Durch diesen Komplex wird sowohl über 
IRF3-Aktivierung die Typ I IFN-Antwort induziert als auch über NF-ĸB und MAP-Kinase-
Aktivierung die zweite Induktionsphase der pro-inflammatorischen Zytokine (Kagan, Su et al. 
2008). 
MyD88 enthält zusätzlich zur TIR-Domäne eine sogenannte death domain (DD), die die 
Interaktion mit der DD der Serin/Threonin-Kinase IRAK4 (interleukin-1 receptor-associated        
kinase 4) vermittelt. Das „Clustering“ von IRAK4 im Rezeptorkomplex führt wahrscheinlich zur 
Autophosphorylierung und damit zur Aktivierung der Kinase. Die Kinase-Aktivität von IRAK4 ist 
notwendig für die Bindung der IRAK4-DD an weitere IRAK-Kinasen (IRAK1 und IRAK2). MyD88 
und die IRAKs lagern sich zu einem größeren Komplex zusammen, der unter anderem E2-
Ubiquitin-Ligasen und E2-Ubiquitin-konjugierende Enzyme aus der TRAF (tumor necrosis 
factor receptor-associated factor)-Familie enthält. Diese Enzyme katalysieren die Bildung von 
Polyubiquitin-Ketten (Newton and Dixit 2012). Der IRAKs/TRAF6 Komplex interagiert mit 
einem weiteren Komplex, bestehend aus TAK1 (TGF-beta activated kinase 1), TAB1 (TAK 
binding protein 1) und TAB2. Diese Interaktion löst die Phosphorylierung und Aktivierung von 
TAK1 aus und führt anschließend zu einer Aktivierung von IKKs (IĸB (Inhibitor of κB)-Kinasen). 
Ein Inhibitormolekül, das IĸB, hält den Transkriptionsfaktor NF-κB im Zytoplasma zurück. Die 
Phosphorylierung dieses Faktors durch IKKs führt zu dessen Degradierung und der Freisetzung 
von NF-κB. Die Aktivierung von TAK1, selbst eine MAPKKK (mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase), resultiert darüber hinaus in der Aktivierung von JNK (c-Jun N-terminal kinase) 
und anderen MAP-Kinasen. Die Mechanismen der TAK1- und IKK-Aktivierung sind bisher aber 
noch nicht vollständig aufgeklärt (Qian and Cao 2012; Smale 2012). 
TLR3 und TLR4 können nach Bindung ihres korrespondierenden PAMPs durch MyD88-
unabhängige Signalgebung neben der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen auch 
Typ I IFN induzieren. Dabei kommt es zu einer TRIF-abhängigen Aktivierung von NF-κB, MAP-
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Kinasen und IRF3. TRIF assoziiert mit TRAF6, TRAF3 und RIP1 (receptor interacting protein-1). 
TRAF6 und RIP1 führen zu einer NF-κB-Aktivierung via TAK1, wohingegen TRAF3 zwei IKK-
verwandte Kinasen aktiviert, die als TBK1 (TANK (TRAF family-member-associated NF-κB acti-
vator) binding kinase 1) und als IKKi (inducible IĸB kinase) bezeichnet werden. Diese beiden 
Kinasen sind bei der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 involviert, welche 
dann die Expression von Typ I IFN und IFN-induzierbaren Proteinen steuern. 
Über die MyD88-abhängigen und -unabhängigen Signalwege hinaus wurde nach TLR-
Stimulation ein Einfluss des PI3K (Phosphoinositol3 kinase)-Signalwegs auf die Induktion eini-
ger Zytokine gezeigt (Newton and Dixit 2012). 
Während in Makrophagen und cDCs die MyD88-abhängige Signalgebung die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine steuert und zur zusätzlichen Expression von Typ I IFN der MyD88-
unabhängige bzw. TRIF-abhängige Signalweg aktiviert wird, vermittelt in plasmazytoiden 
dendritischen Zellen (pDCs) MyD88 als Adaptormolekül sowohl die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen als auch von Typ I IFN. In pDCs, die als klassische Typ I IFN-
Produzenten bekannt sind, führt die Stimulation mit TLR7- und TLR9-Liganden MyD88-
abhängig zur Rekrutierung verschiedener Signalproteine, wie IRAK4, TRAF6, TRAF3, IRAK1 und 
IKKa, die zur Phosphorylierung von IRF7 und der Transkription von Typ I IFN führt. Aber auch 
andere Proteine, wie PI3K, mTOR und p70S6K spielen eine entscheidende Rolle bei der IRF7-
Aktivierung in pDCs (Newton and Dixit 2012). 
Sowohl die MyD88- als auch die TRIF-abhängigen Signalwege werden auf mehreren Ebenen 
durch ein Netzwerk an regulatorischen Elementen in Stärke und Dauer der Signalgebung ent-
sprechend angepasst (Qian and Cao 2012; Volz, Kaesler et al. 2012). 




Abb. 1.3 Übersicht über TRIF-unabhängige und TRIF-abhängige Signalwege (Kawai and Akira 2011) 
 
1.2.3. Zytosolische PRRs 
Neben den membrangebundenen TLRs gibt es auch ein zytosolisches Erkennungssystem für 
intrazelluläre PAMPs (Kawai and Akira 2009). Zu diesem Erkennungssystem gehören die 
übergeordneten signalgebenden Familien der NLRs (nucleotide-binding leucine-rich repeat-
containing receptors), RLRs (retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors) und ALRs 
(Absent-in-melanoma-like receptors) (Hansen, Vojtech et al. 2011). Darüber hinaus finden sich 
im Zytoplasma Rezeptorsysteme, die intrazelluläre Pathogene erkennen und deren 
Replikation blockieren (PKR, OAS) (Janeway and Medzhitov 2002; Murphy 2011). 
Die RLR-Familie besteht aus drei Mitgliedern: RIG-I (retinoic acid inducible gene I), MDA5 
(melanoma differentiation-associated protein 5) und LGP2 (laboratory of genetics and physi-
ology 2). Diese Rezeptoren erkennen RNA von RNA-Viren im Zytoplasma infizierter Zellen und 
induzieren pro-inflammatorische Zytokine und Typ I IFN. Pro-inflammatorische Zytokine initi-
ieren und koordinieren primär verschiedene angeborene Immunmechanismen durch die Rek-
rutierung von Immunzellen, wie z.B. Makrophagen und DCs. Typ I IFN, zu denen einige struk-
turell ähnliche IFNα-Proteine sowie ein einziges IFNβ-Protein gehören, induzieren autokrin 
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und/oder parakrin die Transkription verschiedener IFN-stimulierter Gene (ISGs) und führen 
damit zu einem antiviralen Status in diesen Zellen.  
Lange glaubte man virale ssRNA mit einem 5`Triphosphat wäre die einzige essentielle Kompo-
nente für dir Virus-Erkennung durch RIG-I. Es konnte aber gezeigt werden, dass während der 
enzymatischen Synthese von RNA als Sekundärstruktur eine dsRNA gebildet wird, deren Er-
kennung unabhängig von einem 5`Tri- oder Monophosphat ist. Auch MDA5 erkennt dsRNA, so 
auch das dsRNA-Analogon PolyI:C, wenn es in die Zelle transferiert wird. Enzymatisch verkürz-
tes PolyI:C wird dabei präferentiell durch RIG-I als durch MDA5 erkannt. Dies deutet darauf-
hin, dass RIG-I und MDA5 verschieden lange dsRNAs erkennen. Das dritte Mitglied der RLR-
Familie, LGP2, wurde als Negativregulator der RIG-I- und MDA5-vermittelten Signalgebung 
beschrieben. In vivo Studien zeigten aber eine positiv regulatorische Funktion von LPG2, mög-
licherweise indem LGP2 die Zugänglichkeit der viralen RNA für RIG-I und MDA5 erhöht. Die 
Erkennung von viraler RNA durch RIG-I und MDA5 zusammen mit LGP2 führt wahrscheinlich 
zu einer Konformationsänderung innerhalb dieser Rezeptoren, die die CARD-Domänen von 
RIG-I und MDA5 exponieren. Diese CARD-Domänen interagieren über eine weitere CARD-
Domäne im Adapterprotein IPS1 (IFN-beta promoter stimulator 1, auch bekannt als MAVS, 
Cardif und VISA) mit diesem. IPS1 lokalisiert dann zu Mitochondrien, wo über IRF3 durch In-
duktion von ISGs und Typ I IFN verzögerte Antworten ausgelöst werden. Lokalisiert IPS1 zu 
Peroxisomen, kommt es über IRF1 durch Induktion von ISGs zu frühen Antworten. Darüber 
hinaus aktiviert IPS1 nach Rekrutierung an RIG-I und MDA5 die Kinasen TBK1 und IKKi (indu-
cible IĸB kinase), welche über TRAF3 die IFN-regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 und die 
anschließende Transkription der Typ I IFN aktivieren. IPS1 ist aber auch in der Lage NF-ĸB über 
die Rekrutierung eines multimeren Komplexes aus TRADD (TNFRSF1A-associated via death 
domain), FADD (Fas (TNFRSF6)-associated via death domain), Caspase8 und Caspase10 zu 
aktivieren. Auch die RLR-Signalgebung wird durch verschiedene Elemente reguliert, so sind für 
IPS1 Negativ- und für RIG-I Positivregulatoren beschrieben. 
NLRs bilden eine Familie von 23 Mitgliedern im Menschen und etwa 34 Mitgliedern in der 
Maus, die ein breites Spektrum von Liganden erkennen. Diese Rezeptoren bestehen aus ver-
schiedenen Domänen: einer C-terminalen Domäne, bestehend aus einigen LRRs (leucin rich 
repeats), die bei der Erkennung mikrobieller PAMPs oder endogener Moleküle beteiligt ist; 
einer N-terminalen Domäne, bestehend aus einer DED (death effector domain), einer PYD 
(Pyrin domain), einer CARD, BIRs (baculovirus inhibitory repeats) und einer azidischen Domä-
ne, die die Interaktion mit weiteren Signalmolekülen ermöglicht und schließlich einer inter-
mediären Domäne, bestehend aus NACHT-Domänen (domains present in NAIP, CIITA, HET-E 
and TP1), die für die Liganden-induzierte, ATP-abhängige Oligomerisierung der Rezeptoren 
und die Bildung eines aktiven Rezeptorkomplexes für die Aktivierung der Signalgebung not-
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wendig sind. Die Funktionen einiger dieser Mitglieder sind gut charakterisiert. Dazu gehören 
NOD1 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 1) und NOD2. NOD1 und NOD2 
erkennen verschiedene strukturelle Motive von Peptidoglykanen, die als Hauptkomponenten 
in bakteriellen Zellwänden vorkommen. Die Aktivierung dieser Rezeptoren führt über die In-
duktion von NF-ĸB und MAP-Kinasen v.a. zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine. Da-
rüber hinaus kommt es zur Bildung eines Multiprotein-Komplexes, dem Inflammasom. Das 
Inflammasom induziert die proteolytische Prozessierung verschiedener Caspasen, was in der 
Prozessierung und Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1ß und IL18 resultiert 
oder aber apoptotische Prozesse induziert. Die Aktivierung anderer NLRs, wie der NALP 
(NACHT leucine rich repeat and pyrin domain containing)-Unterfamilie, führt hauptsächlich 
zur Bildung des Inflammasom-Komplexes. Das kürzlich charakterisierte NRLC5 (NLR family, 
CARD domain containing 5) zeigt innerhalb der NLR-Familie eine neue Funktion auf, indem es 
antivirale Immunantworten durch die Regulation pro-inflammatorischer Zytokine und Typ I 
IFN sowie durch die transkriptionelle Regulation von MHCI-Molekülen beeinflusst (Akira 2009; 
Kumar, Kawai et al. 2011). 
Die kürzlich beschriebene Rezeptorfamilie der ALRs, dessen Gründungsmitglied durch AIM2 
(absent in melanoma 2) dargestellt wird, beschreibt eine kleine Gen-Familie, die im Menschen 
aus vier und in der Maus aus sechs Mitgliedern besteht. Alle weisen eine charakteristische 
IFI200 (interferon inducible)-Domäne auf. Drei der humanen ALR-Mitglieder, MNDA (myeloid 
cell nuclear differentiation antigen), PYHIN1 (pyrin and HIN domain family member 1) und 
AIM2 enthalten eine N-terminale PYD gekoppelt an eine IFI200-Domäne, während das vierte 
Mitglied IFI16 (gamma-interferon-inducible protein 16) hier zwei Tandem IFI200-Domänen 
aufweist. Nur für AIM2 und IFI16 ist eine Funktion als PRRs direkt impliziert worden. Die PYD 
von AIM2 kann über ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), einem 
Inflammasom-Adaptermolekül, die Aktivierung des Inflammasoms induzieren. Die IFI200-
Domäne von AIM2 kann aber auch mit bakterieller und viraler dsDNA interagieren und neben 
der Inflammasom-Aktivierung auch die Typ I IFN-Produktion induzieren (Hansen, Vojtech et al. 
2011).  
Ein zytoplasmatisches Rezeptorsystem für eine DNA-vermittelte Typ I IFN-Produktion war 
lange Zeit unbekannt. Die Entdeckung von DAI (DNA-dependent activator of IRFs) als DNA-
Sensor war ein erster Hinweis auf solche Rezeptorsysteme. Knockout-Studien zeigten aber, 
dass es andere Systeme dieser Art geben muss. Eine kürzlich erschienene Studie beschreibt 
das Enzym cGAS (cycliy guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase) als 
essentiellen DNA-Sensor, der zur Bildung des „second messenger“ Moleküls cGAMP führt und 
damit eine Typ I IFN-Antwort einleitet (Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 2013). 
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Zu den Rezeptorsystemen die intrazelluläre Pathogene erkennen und deren Replikation blo-
ckieren, gehören die PKR (double stranded RNA-dependent protein kinase) und die OAS (2'-5'-
oligoadenylate synthetase). Die PKR und die OAS sind wichtige Enzymsysteme bei der IFN-
induzierten, antiviralen Immunantwort und hemmen die Translation viraler Proteine. Die IFN-
induzierte Proteinkinase PKR inaktiviert durch Phosphorylierung den für die zelluläre Protein-
synthese erforderlichen Initiationsfaktor eIF-2a. Die PKR ist nur in virusinfizierten Zellen aktiv, 
da sie für ihre Funktionsfähigkeit auf die Aktivierung durch virale dsRNA angewiesen ist. Die 
OAS hingegen katalysiert die Veresterung von bis zu fünf Adenosin-Triphosphaten (ATP) zu   
2`-5-gebundenen Oligoadenylaten. Diese binden an eine im Zytoplasma latent vorkommende 
Ribonuklease, die RNase L, die virale und zelluläre RNA abbaut. Auch die katalytische Aktivität 
der OAS muss zunächst durch virale dsRNA aktiviert werden (Janeway and Medzhitov 2002). 
1.3. Signalgebung in der Typ I Interferon-Antwort 
Typ I Interferone (IFN) wurden erstmals vor über 50 Jahren als Faktoren beschrieben, die das 
Phänomen der viralen Interferenz vermitteln, bei der durch Infektion mit einem Virus die Re-
sistenz gegenüber einem anderen Virus induziert werden kann (Isaacs and Lindenmann 1957). 
Die Typ I IFN gehören zu den Klasse II α helikalen Zytokinen und bilden eine Multigen-Familie, 
bestehend aus IFNα, β, ε, ω, und δ (Hertzog 2012). IFNα, das durch eine Reihe verschiedener, 
teilweise homologer Gene repräsentiert wird, und IFNβ, das auf ein einziges Gen zurückzufüh-
ren ist, gehören dabei zu den am besten charakterisierten und meist verbreiteten IFN. Andere 
IFN-Subtypen sind weniger gut charakterisiert, Gewebe-spezifischer und kommen nicht in 
allen Spezies vor. Alle Typ I IFN-Subtypen besetzen einen ubiquitär exprimierten, heterodime-
ren Rezeptor, der aus zwei Ketten, IFNAR1 und IFNAR2, besteht. Dieser vermittelt die Signal-
gebung über zwei Kinasen der Janus-Familie, Tyk2 (tyrosine kinase 2) und Jak1 (Janus kinase 
1), wodurch STAT 1 (signal transducer and activator of transcription protein 1) zu Rezeptor 
gebundenem STAT2 rekrutiert wird. Durch die Bildung des STAT1-STAT2 heterodimeren Kom-
plexes kommt es zur Dissoziation dieses Komplexes und zur Translokalisation in den Nukleus. 
Im Nukleus assoziiert das STAT1-STAT2-Heterodimer mit einem weiteren Transkriptionsfaktor, 
IRF9 (interferon regulatory factor 9). Dieser Komplex wird dann als ISGF3 (IFN-stimulated gene 
factor 3) bezeichnet. ISGF3 bindet an bestimmte Sequenzelemente, den sogenannten ISRE 
(IFN-stimulated response elements) und aktiviert die Transkription IFN-induzierbarer Gene 
(ISGs, IFN-stimulated genes). Die IFNAR-vermittelte Signalgebung kann auch zur Aktivierung 
und nukleären Translokation eines STAT1-Homodimers führen. STAT1-Homodimere binden 
IFNγ-aktivierte Elemente im Promotorbereich IFNγ-induzierter Gene (Decker, Muller et al. 
2005).  
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Zur Induktion der Typ I IFN sind fünf IRFs (IRF1, 3, 5, 7 und 8) als Positivregulatoren beschrie-
ben worden, wobei IRF3 und IRF7 essentielle Schlüsselregulatoren darstellen (Tamura, Yanai 
et al. 2008). IRF3 ist konstitutiv exprimiert und verbleibt in latenter Form im Zytosol. Nach 
Stimulation wird IRF3 an Serin und Threonin phosphoryliert, woraufhin es zur Dimerisierung 
und schließlich zur nukleären Translokation kommt. Auf Grundlage der Kristallstruktur von 
IRF3 sind verschiedene Modelle zur IRF3-Aktivierung und -Dimerisierung beschrieben worden. 
Unabhängig vom genauen Mechanismus kann IRF3 Homodimere oder auch Heterodimere mit 
IRF7 bilden. Das dimerisierte IRF3 gelangt in den Nukleus und formt dort einen Komplex mit 
den Koaktivatoren CBP (CREB (cAMP response element-binding protein)-binding protein) 
und/oder p300. Dieser Komplex bindet an die Ziel-DNA-Sequenzen der Typ I IFN-Gene und 
einiger Chemokine (z.B. CXCL10) und induziert deren Transkription. Im Gegensatz zu IRF3 wird 
IRF7 nur in geringen Mengen exprimiert und in den meisten Zellen durch Typ I IFN-vermittelte 
Signalgebung über die beschriebene INFAR-ISGF3-Achse stark induziert. Ähnlich wie IRF3, 
verbleibt IRF7 zunächst im Zytosol und wird bei viraler Infektion an Serin im C-terminalen Be-
reich phosphoryliert. Dimerisiertes IRF7 kann sowohl als Homodimer als auch als Heterodimer 
mit IRF3 vorliegen, wobei die verschiedenen Dimere differentiell verschiedene Mitglieder der 
Typ I IFN-Genfamilie induzieren. IRF3 ist wirksamer in der Aktivierung des IFNß-Gens gegen-
über den IFNα-Genen, wohingegen IRF7 effizient sowohl die Transkription der IFNα-Gene als 
auch des IFNß-Gens steuert. Dabei stellt die kurze Halbwertszeit (0.5-1h) von IRF7 einen wich-
tigen Regulationsprozess zur Limitierung der Typ I IFN-Induktion dar (Honda, Takaoka et al. 
2006). 
Die IRF3- und IRF7-Aktivierung und damit die Typ I IFN-Induktion wird von mehreren Rezep-
torsystemen gesteuert, wobei nahezu alle Zelltypen Typ I IFN produzieren können. In den 
meisten Zelltypen ist der vorherrschende Signalweg zur Typ I IFN-Induktion durch Aktivierung 
zytosolischer Rezeptoren beschrieben, die virale oder andere xenogene sowie autologe Nukle-
insäuren, wie dsRNA erkennen. Dabei sind vor allem RIG-I (retinoic acid inducible gene I) und 
MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5), als zytoplasmatische Rezeptoren, 
verantwortlich für Typ I IFN-Induktion. Diese Rezeptoren vermitteln, wie beschrieben (1.2.3), 
die Signalgebung über IPS1 und die Kinasen TBK1 und IKKi, was zur Aktivierung von IRF3 und 
Transkription der Typ I IFN führt. Für den zytosolischen DNA-Sensor DAI (DNA-dependent acti-
vator of IRFs) wurde ebenfalls ein TBK1- und IRF3-vermittelter Mechanismus zur Typ I IFN-
Induktion gezeigt (Kawai and Akira 2010). Jedoch ist DAI nicht alleine für die Erkennung zyto-
solischer DNA verantwortlich. Mittlerweile wurden weitere Moleküle beschrieben die über-
wiegend STING (Stimulator of interferon genes)-abhängig über TBK1 und IFR3 die Typ I IFN-
Antwort induzieren (Cavlar, Ablasser et al. 2012). In diesem Zusammenhang wurde kürzlich 
das Enzym cGAS als essentieller DNA-Sensor beschrieben, welcher zur Bildung des „second 
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messenger“-Moleküls cGAMP führt und über die STING-TBK1-IRF3-Achse eine Typ I IFN-
Antwort einleitet (Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 2013).  
IRF3 und IRF7 spielen essentielle, aber unterschiedliche Rollen in der Typ I IFN-Induktion, wo-
bei sie gemeinsam die transkriptionelle Effizienz und Diversität der IFNα/ß-Gene in der antivi-
ralen Antwort gewährleisten. Dabei operieren sie in einer positiven Rückkopplungsschleife, 
die sich in zwei Phasen einteilen lässt. In der frühen Phase, wird konstitutiv exprimiertes IRF3 
aktiviert und führt zur Induktion von IFNβ und IFNα. Die Expression von IFNα ist in der frühen, 
IRF3-vermittelten Phase auf die Induktion von humanem IFNα1 bzw. murinem IFNα4 limitiert. 
Das initial produzierte IFNß induziert die IRF7-Expression durch die Aktivierung des ISGF3-
Komplexes. In der späten Phase kooperieren IRF3 und IRF7 miteinander, um die IFNα/ß-
Geninduktion zu amplifizieren und ein normales Induktionsprofil aller IFNα-Subtypen zu ge-
währleisten (Servant, Tenoever et al. 2002). Der IFNβ-Promotor ist dabei bezüglich seiner re-
gulatorischen Domänen sehr gut untersucht. Er weist vier positiv regulatorische Domänen auf 
(PRDI-V), die durch überlappende Transkriptionsfaktor-Komplexe besetzt werden. IRF3 (in der 
frühen Phase) und IRF7 (in der späten Phase) binden an PRDI und III. Ein weiterer Komplex, 
der ATF2 (activating transcription factor 2)/cJun-Komplex, auch als AP1 (activator protein 1) 
bezeichnet, bindet an PRDIV. PRDII wird schließlich vom p50/RelA NF-ĸB-Komplex gebunden. 
Zusammen vermitteln sie als großer multimerer Komplex, auch als Enhanceosome bezeichnet, 
die IFNβ-Induktion (Levy, Marie et al. 2011). 
In einigen Zelltypen (z.B. Makrophagen und DCs) wird die Typ I IFN-Antwort nach Ligation der 
Transmembran-Rezeptoren TLR3 und TLR4 durch dsRNA bzw. LPS induziert. TLR3 und TLR4 
vermitteln die Signalgebung über das Adaptermolekül TRIF, welches über TRAF3 mit TBK1 
assoziiert und zur Aktivierung von IRF3 führt (Kawai and Akira 2010). Dabei ist die Typ I IFN-
Induktion bei TLR3-Ligation sowohl IRF3- als auch IRF7-abhängig - bei TLR4-Ligation aber 
hauptsächlich IRF3-abhängig (Tamura, Yanai et al. 2008). 
TLR4 ist der einzige Rezeptor, der durch Erkennung von nicht-Nukleinsäure-Liganden, wie LPS, 
neben bestimmten Chemokinen (z.B. CXCL10) auch Typ I IFN (IFNβ, aber nicht IFNα) induziert. 
Die vorrangige Induktion des IFNβ-Gens gegenüber den IFNα-Genen ist dadurch begründet, 
dass aktiviertes TBK1 nach TLR4-Ligation hauptsächlich die Phosphorylierung von Serin in IRF3, 
eher als in IRF7, vermittelt. Die IFNβ-Induktion und die Induktion bestimmter Chemokine 
durch TLR4-Ligation ist somit ausschließlich über IRF3-Homodimere gesteuert. Bisher ist der 
Mechanismus noch nicht bekannt, der zu dieser präferentiellen Aktivierung von IRF3 führt 
(Honda, Takaoka et al. 2006). 
Ein neuartiger Mechanismus zur Typ I IFN-Induktion durch zytoplasmatische Liganden wurde 
durch die Ligation der NOD1- und NOD2-Rezeptoren beschrieben. NOD-Rezeptoren erkennen 
Bestandteile bakterieller Zellwände. NODs vermitteln eine Signalkaskade über die Kinase RIP2 
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(receptor interacting protein 2, auch RICK genannt) und aktivieren NF-ĸB zusammen mit ande-
ren Transkriptionsfaktoren, die dann zur Induktion pro-inflammatorischer Zytokine führen. 
Wie gezeigt wurde, kann RIP2 aber auch mit TRAF3 und IPS1 interagieren und somit die Akti-
vierung von TBK1 und IKKi, die Phosphorylierung von IRF5 oder IRF7 sowie die Transkription 
des IFNβ-Gens induzieren (Pandey, Yang et al. 2009; Watanabe, Asano et al. 2010). 
Obwohl die meisten Zelltypen in der Lage sind Typ I IFN zu produzieren, stellen pDCs einen auf 
die Typ I IFN-Produktion spezialisierten Zelltyp dar. Sie exprimieren präferentiell die endoso-
malen Rezeptoren TLR7 und TLR9, die durch ssRNA- bzw. DNA-Viren aktiviert werden und die 
Signaltransduktion über das Adapterprotein MyD88 vermitteln (Colonna, Trinchieri et al. 
2004). Diese Rezeptoren sind nur in pDCs effiziente Typ I IFN-Induktoren und führen IRF7-
abhängig zur Typ I IFN-Produktion (Tamura, Yanai et al. 2008). In pDCs ist IRF7 (und IRF8) kon-
stitutiv exprimiert, wobei der MyD88-IRF7-Komplex bei TLR-Ligation einer zeitlich-räumlichen 
Regulation unterliegt. Diese wird durch die endosomale Retention der Liganden dargestellt, 
wodurch eine robuste Plattform für die Interaktion von MyD88 und IRF7 geboten wird (Hon-
da, Takaoka et al. 2006).  
Die am besten beschriebene Wirkung von Typ I IFN ist die Induktion eines antiviralen Status 
zur Restriktion und Beseitigung einer viralen Infektion. Typ I IFN sind aber auch mit vielen 
anderen pathologischen Prozessen assoziiert, die bisher weniger gut beschrieben sind. 
So werden auch oft während einer bakteriellen Infektion Typ I IFN produziert. Jedoch sind die 
Effekte komplex und begünstigen nicht immer die Immunantwort des Wirtes auf die Infektion, 
während sie in manchen Fällen aber auch, ähnlich wie bei viralen Infektionen, eine Rolle bei 
der Resistenz gegenüber der bakteriellen Infektion spielen. Typ I IFN zeigen darüber hinaus 
komplexe und oft gegensätzliche Effekte bei der Kontrolle der Suszeptibilität und Letalität in 
verschiedenen Sepsis- oder Endotoxin-Schock-Modellen. Häufig wird eine Typ I IFN-Signatur 
mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen assoziiert. Ein Zusammenhang zwischen viralen 
oder anderen Infektionen und autoimmunologischen Prozessen ist schon seit Langem be-
kannt, aber die genauen Mechanismen und die mögliche Rolle von Typ I IFN in der Pathogene-
se bleiben schwierig zu bestimmen. Schließlich machen einige der biologischen Funktionen 
der Typ I IFN, einschließlich ihrer Regulation der angeborenen und adaptiven Immunität sowie 
ihre anti-angiogenetischen und pro-apoptotischen Effekte, sie zu einem naheliegenden Kandi-
daten für eine anti-Krebs-Therapie (Trinchieri 2010). 






Abb. 1.4 Schematische Darstellung des IRF3 und IRF7-vermittelten biphasischen Mechanismus zur 
Induktion der IFNα/β-Gene (Trinchieri 2010). Die Typ I IFN-Produktion kann durch die Erkennung von 
unterschiedlichen PAMPs über verschiedene PRRs induziert werden. Die Ligation der entsprechenden 
PRRs führt zur Aktivierung von IRF3 und in der frühen Phase zur Induktion von IFNβ und IFNα4. Die 
Produktion der Typ I IFN wird durch eine positive Rückkopplungsschleife amplifiziert, wobei das initial 
produzierte IFNβ und IFNα4 die Transkription von IRF7 (in pDCs auch IRF8) induzieren. IRF7 gemeinsam 
mit IRF3 gewährleisten in der späten Phase das volle Expressionsprofil der Typ I IFN sowie deren Ampli-
fikation. In pDCs ist IRF7 (und IRF8) konstitutiv exprimiert und vermittelt MyD88-abhängig effizient die 
Typ I IFN-Produktion. 
 
1.4. Adenosine deaminase acting on RNA (ADAR) 
ADAR-Enzyme katalysieren die hydrolytische Deaminierungsreaktion am C6-Atom von Adeno-
sin zu Inosin in partiell doppelsträngiger RNA (dsRNA) und werden daher als „RNA-abhängige 
Adenosin-Deaminasen“ bezeichnet. Dieser Prozess ist unter dem Begriff A→I-RNA-Editierung 
bekannt und stellt in höheren Eukaryonten die häufigste Form der RNA-Editierung dar (neben 
anderen wie z.B. C→U-Editierung) (Bass 2002). RNA-Editierungen führen zu 
posttranskriptionalen Modifikationen, die von der genomischen Sequenz abweichende RNAs 
generieren. 
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Abb. 1.5 Die Deaminierungsreaktion von Adenosin zu Inosin durch ADARs (Akiyama 2013). Inosin wird 




Erstmalig wurden ADARs in Xenopus laevis-Eiern (Krallenfrosch) im Zusammenhang mit ihrer 
dsRNA-aufwindenden Aktivität beschrieben (Bass and Weintraub 1987; Rebagliati and Melton 
1987). Ein Prozess, der später durch die Umwandlung der stabilen A:U-Basenpaare in die 
deutlich weniger stabilen I:U-Basenpaare erklärt werden konnte (Bass and Weintraub 1988; 
Wagner, Smith et al. 1989). Eine stabile Basenpaarung geht Inosin mit Cytosin anstatt mit Ura-
cil ein. 
Sowohl intermolekulare als auch intramolekulare dsRNA-Bereiche von mindestens 20 bp (zwei 
Umdrehungen der dsRNA Helix) können als Substrate für ADAR dienen (Nishikura, Yoo et al. 
1991). Dabei reicht die Spezifität von hoch selektiv zu nicht-selektiv, abhängig von der Duplex-
Struktur der RNA (Samuel 2011). Nicht selektiv werden viele Adenosine einer langen, kom-
plett basengepaarten dsRNA (über 100 bp) editiert, wobei kurze dsRNAs (~20-30 bp) oder 
lange, partiell doppelsträngige RNA-Moleküle, die durch Basenfehlpaarungen und Schleifen 
aufgelockert sind, selektiv editiert werden. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass die Se-
kundärstruktur in den ADAR-Substraten die Selektivität der Editierungsposition bestimmt 
(Lehmann and Bass 1999). Aber auch die Tertiärstruktur scheint eine entscheidende Rolle zu 
spielen (Enstero, Daniel et al. 2009). Durch genomweite „Screening“-Strategien konnte gezeigt 
werden, dass lange, partiell doppelsträngige RNAs, die sich durch Rückfaltung („foldback“) 
invertierter Wiederholungseinheiten bilden, von der A→I-Editierung am häufigsten betroffen 
sind. Die invertierten Wiederholungseinheiten werden dabei durch die Alu-Motive der Introns 
und die LINEs (long interspersed elements) der UTRs (untranslated region) in der pre-mRNA 
gebildet (Athanasiadis, Rich et al. 2004; Blow, Futreal et al. 2004; Kim, Kim et al. 2004; Leva-
non, Eisenberg et al. 2004). Außerdem werden einige Positionen in einer Sequenz vorzugswei-
se nur von bestimmten Mitgliedern der ADAR-Familie editiert (Cho, Yang et al. 2003; Stefl, Xu 
et al. 2006). 






In vitro Studien zeigen, dass die Homodimerisierung der ADAR-Proteine für deren Enzymakti-
vität notwendig ist (Cho, Yang et al. 2003; Stefl, Xu et al. 2006). Die Bedeutung dieser Dimer-
Bildung konnte auch in vivo bestätigt werden (Chilibeck, Wu et al. 2006). Ob die Homodimeri-
sierung RNA-abhängig stattfindet ist noch nicht endgültig klar. In vitro Studien mit ADAR-
Mutanten, denen die Fähigkeit fehlt dsRNA zu binden, zeigten aber RNA-unabhängig die Bil-
dung von ADAR-Dimeren. Somit ist zu vermuten, dass die Dimerkomplexe sich durch Protein-
Protein-Interaktionen zwischen den Monomeren bilden (Valente and Nishikura 2007). 
 
Abb. 1.6 ADAR-vermittelte 
A→I-Editierung (Levanon, Ei-
senberg et al. 2004). (a) Pre-
mRNA transkribiert von ent-
sprechender DNA-Sequenz mit 
zwei Alu-Wiederholungsein-
heiten in gegensätzlicher Orien-
tierung, wobei eine mit einem 
Exonbereich überlappt. (b) Die 
zwei invertierten Alu-
Wiederholungseinheiten for-
men eine partiell doppelsträngi-
ge RNA-Struktur. (c) Die Enzyme 
der ADAR-Familie editieren 
manche Adenosine in der 




Die bisherigen Daten assoziieren eine ADAR-Aktivität mit verschiedenen biologischen Prozes-
sen, wie der Funktionalität einiger Rezeptoren innerhalb des zentralen Nervensystems (Higu-
chi, Single et al. 1993; Burns, Chu et al. 1997), der Tumorentwicklung (Beghini, Ripamonti et 
al. 2000; Takahashi, Yoshimoto et al. 2006; Paz, Levanon et al. 2007; Jiang, Crews et al. 2013), 
der RNA-Interferenz (RNAi) (Scadden and Smith 2001; Yang, Wang et al. 2005; Blow, Grocock 
et al. 2006; Yang, Chendrimada et al. 2006; Kawahara, Zinshteyn et al. 2007; Ota, Sakurai et al. 
2013), der Apoptose sowie mit Mechanismen der angeborenen Immunität (Hartner, Walkley 
et al. 2009; George, Gan et al. 2011; Samuel 2011). Außerdem wurde vermutet, dass die A→I-
Editierung eine Rolle bei der somatischen Hypermutation in B-Zellen spielt (Steele 2009). 
Findet die Editierung in Protein-kodierenden Bereichen (Exons) statt, so kann es zur Codon-
Veränderung kommen, da die Translationsmaschinerie das Inosin als Guanosin übersetzt. Dies 
kann den Austausch der eigentlich kodierten Aminosäure bewirken mit möglicher Auswirkung 
auf die Protein-Funktion. Bisher wurde nur eine limitierte Anzahl von Gentranskripten identifi-
ziert, die innerhalb der kodierenden Sequenzen der A→I-Editierung unterliegen (Nishikura 
2010). Neuere Studien decken mit Hilfe fortschrittlicher Sequenzierungsmethoden aber im-
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mer mehr Editierungspositionen in Exonbereichen auf (Li, Levanon et al. 2009; Bahn, Lee et al. 
2011; Eggington, Greene et al. 2011). Zu den gut untersuchten mRNA-Transkripten, die Funk-
tions-verändernde Editierungspositionen in Protein-kodierenden Bereichen aufweisen, gehö-
ren in Säugetieren die eines Glutamat-Rezeptors (GluR) (Higuchi, Single et al. 1993), eines 
Serotonin-Rezeptors (5-HT2CR) (Burns, Chu et al. 1997), eines Kalium-Kanals (Kv1.1) (Hoopen-
gardner, Bhalla et al. 2003) und eines γ-Aminosäurebutter-Rezeptors (GABAA) (Rula, Lagrange 
et al. 2008) sowie eines Natrium-Kanals in Drosophila melanogaster (Reenan, Hanrahan et al. 
2000). Zusätzlich zu den zellulären Gentranskripten werden auch RNA-Moleküle von bestimm-
ten Viren, wie dem Hepatitis delta Virus, editiert (Polson, Bass et al. 1996). Bedeutendstes 
Beispiel ist die ADAR2-vermittelte Editierung der Glutamat-Rezeptor-Untereinheit GluR2. Die 
Editierung bewirkt eine Veränderung der Aminosäuresequenz von Glutamin nach Arginin. Sie 
macht den Rezeptor undurchlässig für Calcium-Ionen und spielt damit eine wichtige Rolle bei 
der Nervenleitfähigkeit im zentralen Nervensystem (Higuchi, Single et al. 1993). 
Dennoch ist die Editierung innerhalb kodierender Bereiche ein seltenes Ereignis. Viel häufiger 
ist die A→I-Editierung in nicht-kodierenden Bereichen. Verschiedene „Screenings“ deckten im 
humanen Transkriptom mit über 15.000 Positionen in circa 2.000 Gentranskripten ein immen-
ses Repertoire an Editierungspositionen auf (Athanasiadis, Rich et al. 2004; Kim, Kim et al. 
2004; Levanon, Eisenberg et al. 2004; Blow, Grocock et al. 2006; Li, Levanon et al. 2009; Bahn, 
Lee et al. 2011; Eggington, Greene et al. 2011). Wie oben beschrieben, bestehen diese Berei-
che vorzugsweise aus invertierten Wiederholungseinheiten. Auch Editierungsereignisse inner-
halb dieser Sequenzen können Gen-regulative Folgen haben. Beispielsweise interpretiert die 
Spleiß-Maschinerie Inosin ebenfalls als Guanosin, was zur Generierung oder auch zur Deletion 
von Donor- und Akzeptorstellen führen kann (Solomon, Oren et al. 2013). Weiterhin kann 
durch die Editierung von UTRs die Stabilität, die Degradation, der Kernexport und die Transla-
tionseffizienz der mRNA beeinflusst werden. Ebenso gibt es Hinweise auf einen Zusammen-
hang von A→I-Editierungsereignissen mit dem „Heterochromatin Silencing“ (Nishikura 2006; 
Nishikura 2010). Die Editierung innerhalb immunstimlulatorischer RNA zeigte sich zudem als 
inhibitorisch gegenüber dem immunstimulatorischem Potential der RNA (Vitali and Scadden 
2010). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die A→I-Editierung auch den Mechanismus der 
RNA-Interferenz (RNAi) reguliert. So verhindern die entstehenden I:U-Fehlpaarungen in Dop-
pelstrangbereichen die Generierung von siRNA (short interfering RNA) durch Dicer, einem 
Schlüsselmolekül der siRNA- und miRNA (micro-RNA)-Prozessierungsmachinerie, und reduzie-
ren damit die RNAi (Scadden and Smith 2001). Auch miRNA-Vorläufermoleküle unterliegen 
einer Regulation durch ADAR-Editierungen (Blow, Futreal et al. 2004; Luciano, Mirsky et al. 
2004; Yang, Chendrimada et al. 2006; Das and Carmichael 2007). Zusätzlich wurde gezeigt, 
dass ADAR-Enzyme Editierungs-unabhängige Effekte auf den miRNA/siRNA-Reaktionsweg 
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haben. Auch katalytisch inaktive ADAR-Proteine können die RNA-Prozessierung modulieren; 
z.B. unterbindet eine zytoplasmatisch vorliegende ADAR1-Isoform die „Silencing“-Aktivität 
zytosolischer siRNAs durch deren Bindung (Yang, Wang et al. 2005). Eine kürzlich erschienene 
Studie brachte weitere wichtige Einblicke in den Editierungs-unabhängigen Mechanismus der 
miRNA-Prozessierung, indem sie zeigen konnte, dass durch die Bildung eines Heterodimers 
aus ADAR1 und einem Dicermolekül zum einen die Effizienz der Prozessierungsrate erhöht 
und zum anderen erst die Bildung des RNA-induzierenden „Silencing“-Komplex ermöglicht 
wird (Ota, Sakurai et al. 2013). Dies deutet an, dass ADAR-Proteine auch über ihre Deaminase-
Aktivität hinaus biologische Funktionen ausüben können. 
Neben den regulierenden Eigenschaften durch die ADAR-vermittelte Aktivität, wird auch die 
ADAR-Aktivität selbst reguliert. Es hat sich gezeigt, dass das Maß der RNA-Editierung nicht 
immer mit den ADAR-Expressionsspiegeln korreliert (Tan, Huang et al. 2009). Dies legt die 
Präsenz posttranskriptionaler oder posttranslationaler regulatorischer Mechanismen nahe 
(Orlandi, Barbon et al. 2012). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die subzelluläre Verteilung 
der ADAR-Proteine und ihre Interaktion mit Inhibitor- und Aktivator-Molekülen deren Aktivität 
beeinflusst (Lei, Liu et al. 1998; Doe, Relkovic et al. 2009). Dennoch sind die Mechanismen 
durch die die ADAR-Aktivität reguliert wird noch weitgehend unklar. Phosphorylierungsereig-
nisse scheinen dabei eine Rolle zu spielen, indem durch diese die Interaktion der ADAR-
Proteine mit anderen intrazellulären Partnern moduliert und somit die subzelluläre Lokalisati-
on und Stabilität der ADAR-Proteine bestimmt wird (Marcucci, Brindle et al. 2011). Da die 
Phosphorylierungspositionen in der Nähe der RNA-Bindedomänen lokalisiert wurden, ist es 
möglich, dass die Phosphorylierung auch die ADAR-Substrat-Erkennung beeinflusst. Neben der 
Phosphorylierung wurde auch eine SUMOylierung der ADAR-Proteine beschrieben, die mögli-
cherweise eine Rolle bei der Sequestrierung des inaktiven ADAR-Proteins im Nukleolus spielt 
(Desterro, Keegan et al. 2005). Ein weiterer Regulationsmechanismus liegt in der schon be-
schriebenen Dimer-Bildung der ADAR-Proteine. Es ist bekannt, dass für die Bildung der kataly-
tischen ADAR-Domäne zwei Deaminase-Domänen desselben ADAR-Familienmitglieds benötigt 
werden um vollständig aktiv zu sein. Somit ist denkbar, dass die Kombination verschiedener 
ADAR-Mitglieder an der aktiven Domäne die Reduktion und/oder Modulation der ADAR-
Effizienz bewirken kann (Gallo, Keegan et al. 2003; Cenci, Barzotti et al. 2008). Ein besonderer 
Regulationsmechanismus wird durch die Selbsteditierung des ADAR2-Moleküls beschrieben, 
durch die das alternative Spleißen einer bestimmten Sequenzkassette reguliert wird und die 
Expressionsspiegel funktionaler ADAR2-Proteine durch die Abnahme der Translationseffizienz 
reduziert werden (Tan, Huang et al. 2009). 
                                                                                                                                                       EINLEITUNG 
 24 
1.4.1. Mitglieder der ADAR-Familie 
Alle Mitglieder der ADAR-Familie weisen eine konservierte Struktur auf. ADAR-Proteine selbst 
finden sich nur in multizellulären Organismen, angefangen bei den Seeanemonen bis hin zum 
Menschen, kommen aber nicht in Hefen und Pflanzen vor. Phylogenetische sowie bioche-
mische Betrachtungen unterstützen die Hypothese, dass ADARs möglicherweise aus der 
bakteriellen ADAT-Proteinfamilie, die durch eine Reihe von tRNA-Adenosin-Deaminasen 
gebildet wird, hervorgegangen sind. Somit lässt sich eine Konservierung der A→I-RNA-
Editierung zwischen Prokaryoten und Eukaryoten annehmen (Jin, Zhang et al. 2009). 
In Wirbeltieren wurden drei konservierte ADAR-Familienmitglieder identifiziert: ADAR1 (Kim, 
Garner et al. 1994; Kim, Wang et al. 1994; O'Connell, Krause et al. 1995), ADAR2 (Melcher, 
Maas et al. 1996; Gerber, O'Connell et al. 1997; Lai, Chen et al. 1997) und ADAR3 (Melcher, 
Maas et al. 1996; Chen, Cho et al. 2000). Die Mitglieder der ADAR-Familie weisen alle eine 
gemeinsame modulare Domänenstruktur auf (Abb. 1.7). Am C-terminalen Ende tragen sie 
eine Deaminase-Domäne. Ein ebenfalls C-terminal gelegenes Kernlokalisationssignal führt zur 
Lokalisation der Enzyme im Zellkern. Des Weiteren besitzen sie zwei oder drei Wiederho-
lungsmotive einer dsRNA-Bindedomäne (dsRBD) (Orlandi, Barbon et al. 2012). N-terminal 
befinden sich bei ADAR1 zusätzlich Z-DNA-Bindedomäne/n (ZBD) ( Zund Z (Herbert, Alfken 
et al. 1997) sowie eine Kernexportsequenz, die aber nur in der induzierbaren ADAR1-Isoform 
zu deren vornehmlich zytoplasmatischen Lokalisation führt (Poulsen, Nilsson et al. 2001). 
ADAR3 und eine spezielle ADAR2-Isoform (ADAR2R) weisen hier eine Arginin-reiche Sequenz 
auf. Eine Bindung der Arginin-reichen Region an ssRNA wurde angedeutet, aber die biolo-





Abb. 1.7 Humane ADAR-Familienmitglieder (Akiyama 2013). Alle Mitglieder weisen eine konservierte 
modulare Domänenstruktur mit einer C-terminalen katalytischen Deaminase-Domäne und zwei bis drei 
dsRNA-Bindedomänen (dsRBDs) auf. ADAR1, welches in zwei Isoformen gebildet wird, besitzt zusätzlich 
ein bis zwei N-terminale Z-DNA-Bindedomänen (ZBDs). ADAR3 weist eine N-terminale Arginin-reiche 
Domäne (R) auf, die kürzlich auch in ADAR2 nachgewiesen werden konnte. 
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Während die ADAR1-Expression sowohl von konstitutiven als auch von einem IFN-
induzierbaren Promotor getrieben wird (Patterson and Samuel 1995), wird die ADAR2-
Expression durch den Transkriptionsaktivator CREB (cAMP response element-binding protein) 
induziert (Peng, Zhong et al. 2006). Der Regulationsmechanismus für ADAR3 ist bisher noch 
unbekannt. 
ADAR1 und ADAR2 werden in vielen Geweben exprimiert, ihre enzymatischen Substrate, die 
zu einer Veränderung in der Aminosäure-Sequenz führen, wurden aber hauptsächlich, wenn 
auch nicht exklusiv, im Nervensystem identifiziert. Im Gegensatz dazu konnte für ADAR3 keine 
enzymatische Aktivität nachgewiesen werden. Auch ist die Expression von ADAR3 nur für das 
Gehirn beschrieben. 
Darüber hinaus wurde eine Entwicklungs-abhängige Expression der ADAR-Transkripte beo-
bachtet. So wird ADAR1 im Vergleich zu fetalen Geweben verstärkt in adulten Geweben ex-
primiert. Im Gegensatz dazu werden geringere oder zumindest gleiche Expressionsmengen an 
ADAR2 und ADAR3 in adulten gegenüber fetalen Geweben detektiert (Shtrichman, 
Germanguz et al. 2012). Dabei korreliert die ADAR-mRNA-Expression nicht immer mit der 
Häufigkeitder beobachteten Editierungsereignisse (Tan, Huang et al. 2009; Wahlstedt, Daniel 
et al. 2009). Dies legt die Existenz zusätzlicher, oben beschriebener, posttranskriptionaler oder 
auch translationaler Regulationsmechanismen nahe. 
1.5. ADAR1 
ADAR1 kommt in zwei Isoformen vor (Patterson and Samuel 1995). Die Expression der langen, 
150kD-Form von ADAR1 (ADAR1p150) wird durch einen IFN-induzierbaren Promotor reguliert. 
Diese Form trägt eine zusätzliche, zweite Z-DNA-Bindedomäne (ZBD) und ein Kernexportsignal 
am N-Terminus. Zwei weitere Promotoren bewirken die konstitutive Transkription der kurzen, 
110kD-Form (ADAR1p110), welche durch alternatives Spleißen N-terminal um 295 AS verkürzt 
ist. Ihr fehlt daher das Kernexportsignal und eine ZBD (Patterson and Samuel 1995; George 
and Samuel 1999; George and Samuel 1999). 
 




Abb. 1.8 ADAR1 kommt in zwei Isoformen vor (Akiyama 2013). Exon1A, Exon1B und Exon1C werden an 
derselben Stelle an Exon2 gespleißt. Exon1A enthält ein Methionin (Met)-Initiationscodon für die 
ADAR1p150-Isoform (1226 AS) und folgt dem IFN-induzierbaren Promotor. Exon1B und Exon1C enthal-
ten kein AUG-Initiationscodon. Diese Exons folgen konstitutiven Promotoren. Das zweite AUG an Posi-
tion AS 296 in Exon2 initiiert die Translation der konstitutiv exprimierten ADAR1p110-Isoform. 
 
 
Die relative Expression der drei spezifischen ADAR1-Promotortranskripte ist dabei gewebe-
spezifisch. So wird im menschlichen Gehirn eine konstitutiv hohe Expression von einem der 
konstitutiven Promotoren gesteuert, während die IFN-induzierbare ADAR1p150-Isoform, prä-
ferentiell in anderen Geweben, wie Leber, Lunge, Caecum, Herz, Milz, Peyer Patches und Nie-
re exprimiert wird (Shtrichman, Heithoff et al. 2002; George, Wagner et al. 2005). 
Zusätzlich zu den beschriebenen Isoformen wurden auch verschiedene Spleißvarianten be-
schrieben, die die Distanz zwischen den verschiedenen funktionellen Domänen verkürzen. Es 
wird angenommen, dass diese Verkürzung die Interaktion von ADAR1 mit dsRNA-Substraten 
beeinflusst und damit zur Spezifität innerhalb des Editierungsprozesses beiträgt (Liu, George 
et al. 1997; George, Wagner et al. 2005). 
ADAR1p150 wird aufgrund seines Kernexportsignals hauptsächlich im Zytoplasma detektiert, 
wohingegen ADAR1p110 vornehmlich im Nukleoplasma und Nukleolus lokalisiert ist (Poulsen, 
Nilsson et al. 2001; Desterro, Keegan et al. 2003). ADAR1p110 kann aber auch ins Zytoplasma 
translozieren, wobei die Bindung von Exportin-5 an die dsRBD den Export bewirkt (Fritz, 
Strehblow et al. 2009). Die Funktion der ADAR1p110-Translokation ins Zytoplasma wird dabei 
im nukleären Export bestimmter dsRNAs, vor allem möglicherweise editierter pre-miRNAs, 
vermutet (Kim 2005). 
Die Bedeutung der Z-DNA-Bindedomänen ist bisher noch nicht vollständig verstanden, aber 
einige interessante Aspekte, die eine spezielle Funktion für ADAR1 innerhalb der ADAR-
Familie andeuten, wurden bereits aufgedeckt. Entgegen der Benennung und der hochkonser-
vierten Struktur ist nur die in der induzierten ADAR1p150-Isoform vorkommende Zα-Domäne 
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in der Lage die linksgängige Z-DNA-Form zu binden (Athanasiadis, Placido et al. 2005). Diese 
Bindung findet dabei Sequenz-unspezifisch statt (Ha, Choi et al. 2009). Da sich Z-DNA-
Konformationen transient abwärts einer aktiven Polymerase bilden, besteht eine mögliche 
Funktion der Z-DNA-Bindung darin, ADAR1 an Stellen aktiver Transkription zu positionieren. 
Dadurch wird die Editierung bestimmter dsRNA-Substrate noch vor dem Spleißen der Trans-
kripte ermöglicht (Barraud and Allain 2011). Neben der Z-DNA-Bindung wurden für die Zα-
Domäne auch Z-RNA-Bindungseigenschaften beschrieben (Brown, Lowenhaupt et al. 2000). 
Die Bindung von Z-RNA, eine Formation die häufig von alternierenden Purin-Pyrimidin-RNA-
Sequenzen gebildet wird, scheint dabei zur Sequenzspezifität beizutragen (Koeris, Funke et al. 
2005). 
Neben der IFN-induzierten Expression der ADAR1p150-Form, für die eine JAK1 und STAT2-
abhängige, aber STAT1-unabhängige Regulation beschrieben wurde (George, Das et al. 2008), 
wird die ADAR1-Expression noch durch weitere Faktoren reguliert. Wie in Kapitel 1.5 be-
schrieben, spielt dabei die Dimerisierung der ADAR-Proteine sowie posttranslationale Modifi-
kationen, wie Phosphorylierung und SUMOylierung, eine Rolle. Darüber hinaus wurde für 
ADAR1 eine Regulation durch die miRNA-1 nachgewiesen, die eine entscheidende Rolle der 
Entwicklung des Herzens spielt (Lim, Lau et al. 2005).  
1.6. ADAR1 in funktionellen biologischen Prozessen 
Für die ADAR-abhängige A→I-Editierung wurden umfassende Effekte bezüglich der Verände-
rung in Protein-kodierenden Bereichen und der damit möglicherweise veränderten Protein-
Funktion bezüglich des mRNA-Spleißens und der -Stabilität und nicht zuletzt der RNAi be-
schrieben (1.4). Den dafür verantwortlichen enzymatisch aktiven ADAR-Proteinen, ADAR1 und 
ADAR2, wurden diesbezüglich aufgrund der Erkenntnisse aus den jeweiligen Knockout-
Modellen unterschiedliche Funktionen zugeschrieben (Higuchi, Maas et al. 2000; Hartner, 
Walkley et al. 2009). Immer mehr Daten assoziieren ADAR1 dabei mit wichtigen Funktionen, 
die nicht nur wie für ADAR2 beschrieben auf neuronale Gewebe beschränkt sind, sondern die 
in einem weitaus breiteren Feld Bedeutung finden. Eingeschlossen sind dabei Themengebiete 
des Zellüberlebens, der Stammzelldifferenzierung, der Embryonalentwicklung sowie patholo-
gischer Prozesse, wie Virus-Infektionen, Tumorentwicklung, Autoimmunerkrankungen und 
einer Hautpigmentierungsstörung (Nishikura 2010). Der folgende Abschnitt soll dazu eine 
Übersicht geben.  
In neuronalen Geweben editiert ADAR1 zusammen mit ADAR2 den Serotonin-Rezeptor 5HT2cR 
und ist damit verantwortlich für dessen Funktionalität. Fehlende Editierung dieses Rezeptors 
ist unter anderem mit depressiven Vorgängen assoziiert worden (Mombereau, Kawahara et al. 
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2009). Darüber hinaus zeigt ADAR1 eine Aktivität auf eine wichtige Editierungsposition in der 
Glutamat-Rezeptor-Untereinheit GluR2, die für dessen Funktion wichtig ist (Liu and Samuel 
1999). 
Zudem wurden den miRNAs in den letzten Jahren immer mehr Bedeutung als RNA-
Editierungssubstrate zugesprochen - alleine im menschlichen Gehirn werden annähernd 16 % 
der pri-miRNAs editiert. Durch die Verwendung von ADAR1- bzw. ADAR2-spezifischen Knock-
out-Modellen konnte für manche Editierungspositionen innerhalb der pri-miRNAs spezifisch 
eine ADAR1- bzw. ADAR2-Abhängigkeit nachgewiesen werden (Kawahara, Megraw et al. 
2008). Die Editierung einer miRNA kann zur Veränderung der Zielsequenz führen oder aber 
auch die Prozessierung der miRNA selbst beeinflussen. Darüber hinaus brachte eine kürzlich 
erschienene Studie weitere wichtige Einblicke in einen Editierungs-unabhängigen Mechanis-
mus der miRNA-Prozessierung. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Bildung eines Hete-
rodimers aus ADAR1 und einem Dicer-Molekül, einem Schlüsselmolekül der miRNA-
Prozessierungsmachinerie, zum einen die Effizienz der Prozessierungsrate erhöht und zum 
anderen erst die Bildung des RNA-induzierenden „Silencing“-Komplex ermöglicht wird (Ota, 
Sakurai et al. 2013). 
Die bisher bedeutendste Funktion von ADAR1 im Zellüberleben und Embryonenentwicklung 
wurde in einem Knockout-Mausmodell gezeigt. ADAR1-defiziente Embryonen überleben nur 
bis zu Embryonaltag 11.5-12. Massiver Zelltod in Abwesenheit von ADAR1 machte eine essen-
tielle Funktion dieses Enzyms beim Zellüberleben einiger Zelltypen deutlich. Dabei waren vor 
allem hämatopoetische Stammzellen (HSCs) sowie Hepatozyten betroffen, während andere 
Zellen, wie Gehirn, Herz, Lunge, Blutgefäße, Niere und Plazenta keine Auffälligkeiten zeigten 
(Hartner, Schmittwolf et al. 2004; Wang, Miyakoda et al. 2004; Hartner, Walkley et al. 2009). 
Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass ADAR1 nicht nur für die embryonale, sondern 
auch für die adulte Hämatopoese wichtig ist (XuFeng, Boyer et al. 2009), wohingegen keine 
substantiellen Effekte auf die Differenzierung von myeloiden und B-Zell Linien im Knochen-
mark festgestellt werden konnten (Iizasa and Nishikura 2009). Näher beleuchtet wurde zuvor 
auch schon die Notwendigkeit von ADAR1 bei der embryonalen Erythropoese (Wang, Khillan 
et al. 2000). Dass ADAR1 wesentlich am Zellüberleben beteiligt ist, wird durch die Beobach-
tung bestätigt, dass die ADAR1-Aktivität auch im Zusammenhang mit malignen Zellverände-
rungen steht (Jiang, Crews et al. 2012; Steinman, Yang et al. 2012; Chen, Li et al. 2013; 
Shimokawa, Rahman et al. 2013). 
Im Kontext des beobachteten Zelltods durch die ADAR1-Defizienz und v.a. im Kontext viraler 
Infektionen wurde ein Einfluss von ADAR1 auf den PKR-Signalweg beschrieben. Eine Aktivie-
rung der PKR führt über die Phosphorylierung des Translationsinitiationsfaktors eIF2-α und 
der Aktivierung von NF-ĸB sowohl zum Abbruch der Proteintranslation als auch zum Einleiten 
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der Apoptose (Gil and Esteban 2000). ADAR1 ist in der Lage einen Proteinkomplex mit der PKR 
zu bilden und inhibiert dabei die katalytische Funktion der PKR. Der Einfluss dieser PKR-
Inhibition durch ADAR1 im Kontext viraler Infektionen wurde umfassend beschrieben (Pfaller, 
Li et al. 2011). Ein Einfluss auf den beobachteten ADAR1-abhängigen Zelltod ist jedoch um-
stritten (Wang 2011).  
Im Kontext viraler Infektionen wurden über den Einfluss der ADAR1-abhängigen Inhibition der 
PKR-Aktivität hinaus nicht nur anti-virale sondern auch pro-virale Effekte beschrieben, abhän-
gig von der jeweiligen Virus-Wirt-Kombination (Samuel 2011).  
Darüber hinaus wurden weitere über Protein-Protein-Interaktion gebildete ADAR1-
Proteinkomplexe nachgewiesen. Dazu gehören: NF90-Proteine (nuclear factor 90), für die eine 
stimulatorische Wirkung auf die Transkription und Translation beobachtet wurde (Nie, Ding et 
al. 2005); P54nrb, ein nukleäres Protein, das spezifisch Inosin-haltige RNAs bindet (Zhang and 
Carmichael 2001); lnRNP (large nuclear ribonucleoprotein), das wichtig für die pre-mRNA-
Prozessierung ist (Raitskin, Cho et al. 2001) und hUpf1 (humanes UP Framshift 1), das als Teil 
des mRNA-Überwachungssystems die korrekte Proteintranslation kontrolliert (Agranat, 
Raitskin et al. 2008). Diese Komplexe tragen potentielle ADAR1-Effekte in ein breiteres Feld 
von biologischen Prozessen, die die Regulation der Gentranskription, posttranskriptionale 
Prozesse und RNA-Degradationsmechanismen einschließen. 
Mutationen im ADAR1-Gen sind im Menschen mit einer Hautpigmentierungsstörung, der so-
genannten Dyschromatosis hereditaria symmetrica (DSH) (Akiyama 2013), sowie mit der Auto-
immunerkrankung, Aicardi-Goutìeres-Syndrom (AGS) (Rice, Kasher et al. 2013) assoziiert. Die 
zugrundeliegenden Mechanismen sind allerdings noch unverstanden. 
Weiterhin zeigten Untersuchungen des genannten Knockout-Mausmodells sowie der im Men-
schen vorkommenden AGS eine Assoziation der ADAR1-Defizienz oder -Mutation mit einer 
erhöhten Typ I IFN-Signatur, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird. 
1.7. ADAR1 und Typ I Interferone 
Schon die strukturellen Besonderheiten in der Domänen-Organisation von ADAR1 zeigen eine 
Beteiligung dieses Proteins an IFN-assoziierten Prozessen: So existiert ADAR1 in zwei Isofor-
men, von denen die eine erst durch IFN induziert wird (1.5). In welcher Art und Weise sich 
aber eine ADAR1-Aktivität in einer potentiellen Rückkopplungsschleife auswirkt, war lange 
unbekannt. 
Einige Studien legten eine enge Assoziation zwischen ADAR1 und einer umfassenden 
Regulation der Typ I IFN nahe und wiesen dabei ADAR1 eine Funktion als Typ I IFN-Suppressor 
zu. Microarray-Analysen in hämatopoetischen Stammzellen ADAR1-defizienter Embryonen 
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zeigten einen dramatischen Anstieg der Genexpression einiger IFN-regulierter Gene. Auch die 
Typ I IFN-Spiegel in den extrazellulären Flüssigkeiten der ADAR1-defizienten Embryonen 
waren erhöht (Hartner, Walkley et al. 2009). In dieser Studie konnte aber nicht geklärt 
werden, ob die Hochregulierung der IFN-stimulierten Gene eine Konsequenz der erhöhten  
Typ I IFN-Spiegel war oder ob die ADAR1-Defizienz die Signaltransduktion zur Induktion IFN-
stimulierten Gene verstärkte. Auch konnte bisher nicht geklärt werden, ob die beobachteten 
Effekte direkte Ergebnisse der ADAR1-Defizienz darstellen oder ob sie durch sekundäre 
Antworten ausgelöst werden.  
Kürzlich assoziierte eine Studie Mutationen im humanen ADAR1-Gen mit dem Aicardi-
Goutìeres-Syndrom (AGS), einer schweren Autoimmunerkrankung, die ebenso wie in dem 
ADAR1-defizienten Knockout-Mausmodell durch eine erhöhte Typ I IFN-Signatur charakteri-
siert ist. Es ist bekannt, dass bei der Etablierung dieses Krankheitsbildes ein zellintrinsischer 
Mechanismus durch IFN-stimulierende Nukleinsäuren zur Initiation der Autoimmunreaktion 
führt. Es wird spekuliert, dass ADAR1 in diesem Kontext eine Rolle in der Limitierung einer 
zytoplasmatischen Akkumulation von dsRNAs spielt, die von genomischen repetitiven Elemen-
ten generiert werden (Rice, Kasher et al. 2013). 
In einer weiteren Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Inosin-haltige I:U-dsRNAs effizi-
ent den IFN-Signalweg inhibieren (Vitali and Scadden 2010). Somit wird in diesem Zusammen-
hang eine Funktion von ADAR1 als Produzent solcher inhibitorischer, Inosin-haltiger   dsRNAs 
diskutiert, deren Abwesenheit dann zu der beschriebenen erhöhten Typ I IFN-Signatur führen 
könnte (Wang 2011). 
Immer mehr Hinweise in den letzten Jahren zeigen zudem eine Rolle für ADAR1 in der Modu-
lation der Interferon-Antwort als Gegenspieler der dsRNA-aktivierten Proteinkinase R (PKR) 
auf und bringen damit ADAR1 in Zusammenhang mit der für viele Viren beobachteten pro-
viralen Funktion von ADAR1. Bekannt ist die PKR, selbst ein IFN-induzierbares Protein, als Re-
gulator der Proteintranslation in Virus-infizierten Zellen, indem sie durch Phosphorylierung 
des Proteinsynthese-Inititationsfaktors eIF2α diese beeinflusst (Samuel 1993). Darüber hinaus 
positionieren immer mehr Studien die PKR als einen positiven Effektor für die Typ I IFN-
Produktion. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung der PKR mit 
einer erhöhten Aktivierung von IRF3, einem Schlüsselmolekül der Typ I IFN-Produktion, korre-
liert und zu einer PKR-abhängigen erhöhten IFNβ-Expression führt (McAllister and Samuel 
2009; McAllister, Toth et al. 2010). ADAR1 supprimiert dabei sowohl die Aktivierung der PKR 
als auch die von IRF3 und damit die PKR-abhängige IFNβ-Produktion. Der Mechanismus durch 
den ADAR1 diese Inhibierung vermittelt ist noch nicht vollständig geklärt, aber vorstellbar sind 
Prozesse der Destabilisierung von dsRNA-Strukturen, die Kompetition oder Sequestration von 
                                                                                                                                                       EINLEITUNG 
 31 
dsRNA, oder auch die Bildung inaktiver ADAR1/PKR-Heterodimer-Komplexe (Pfaller, Li et al. 
2011). 
Ein weiteres Kapitel in der ADAR1-Wirkung innerhalb der Typ I IFN wird durch den Einfluss von 
ADAR1 auf die miRNA-Biogenese eröffnet. Wie schon beschrieben, kann die ADAR1-Aktivität 
Editierungs-abhängig oder auch -unabhängig die miRNA-Prozessierung modulieren (1.6). Es 
sind eine Reihe von miRNAs bekannt, die IFN-Signalwege regulieren (Sedger 2013). Es ist vor-
stellbar, dass eine ADAR1-abhängige Veränderung dieser Prozessierung die Veränderung der 
IFN-Antwort maßgeblich beeinflusst. 
1.8. Zielsetzung der Arbeit 
1.8.1. Einfluss von ADAR1 auf die Typ I Interferon-Induktion 
Die besondere Domänenstruktur sowie die IFN-Induzierbarkeit von ADAR1 lassen eine Funkti-
on über die Editierung bekannter, neuronal-spezifischer Substrate hinaus annehmen. 
Und in der Tat wurde ein Zusammenhang von ADAR1 mit Typ I IFN-Signalwegen bisher durch 
einige Studien sowohl im humanen als auch im murinen System beschrieben (1.7). Die Sub-
strate bzw. die zugrundeliegenden Mechanismen dieser ADAR1-abhängigen Typ I IFN-
Modulation sind jedoch weitgehend unverstanden.  
Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll daher die ADAR1-abhängige Beteiligung an der Typ I IFN-
Antwort in verschiedenen Immunzellen ADAR1-defizienter Modelle untersucht und mögliche 
zelltypspezifische Effekte charakterisiert werden, auch im Hinblick auf die verschiedenen Sig-
nalwege, die zu einer Typ I IFN-Antwort führen können. Gerade das Vorkommen der verlän-
gerten, IFN-induzierten ADAR1p150-Isoform macht die Beteiligung dieser Isoform an zytop-
lasmatisch ablaufenden, IRF-abhängigen Signalwegen denkbar. Da die Struktur von 
ADAR1p150 aber keine bekannte signalweiterleitende-Domäne besitzt wäre es vorstellbar, 
dass ADAR1 durch Protein-Protein-Interaktionen mit beteiligten Signalmolekülen interagiert 
und so dessen Aktivität moduliert, wie es schon für Dicer oder die PKR beschrieben wurde 
(1.6). Aber auch eine Editierungs-abhängige Aktivität der ADAR1-Proteine könnte für potenti-
ell modulatorische Effekte verantwortlich sein, indem die Editierung bestimmter Signalmole-
küle oder auch regulierender miRNAs zu Veränderungen der Typ I IFN-Antwort führt. Die ei-
gene IFN-Induzierbarkeit kann dabei als Rückkopplungs-Mechanismus verstanden werden
Zur Bearbeitung dieser Fragestellung werden zum einen siRNA-vermittelt ADAR1-defiziente 
humane Monozyten sowie verschiedenen ADAR1-defiziente Immunzellen aus zwei unter-
schiedlichen Mausstämmen im Vergleich zu den entsprechenden ADAR1-kompetenten Zellen 
untersucht. In beiden Mausstämmen basiert die Induzierung des ADAR1-Knockouts auf dem 
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Cre/loxP-Rekombinationssystem. Im ADAR1f7-9/LysMCre-Mausstamm weisen ausschließlich 
myeloide Zellen, wie Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten eine ADAR1-
Defizienz auf, wohingegen im ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausstamm eine ADAR1-Defizienz in dend-
ritische Zellen (DCs), natürlichen Killerzellen, Granulozyten, Monozyten sowie Makrophagen 
etabliert wird. Aus dem Knochenmark der verschiedenen Mausstämme sollen in vitro zum 
einen Makrophagen und zum anderen dendritische Zellen generiert und zusammen mit den 
humanen ADAR1-defizienten Monozyten in anschließenden Stimulationsexperimenten auf ihr 
Typ I IFN-Aktivierungspotential durch verschiedene PRR-Liganden analysiert werden. Die ein-
gesetzten PRR-Liganden sollen dabei die verschiedenen Signalwege abdecken, die zu einer 
Typ I IFN-Antwort führen können. Durch Unterschiede in der Zytokinexpression von ADAR1-
defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenen Zellen wird die Funktion von ADAR1 in der 
Typ I IFN-Antwort verifiziert. Die Verwendung der beiden Mauslinien bietet darüber hinaus die 
Möglichkeit auf der Grundlage unterschiedlicher Zellsysteme (Makrophagen oder dendritische 
Zellen) für ADAR1 eine zelltypspezifische Rolle zu untersuchen. Die potentiellen ADAR1-
abhängigen Veränderungen werden anschließend auf mögliche Veränderungen in der Signal-
gebung hin untersucht, um die zugrundeliegenden Mechanismen näher zu charakterisieren.
1.8.2. Einfluss von ADAR1 auf die differentielle Zellentwicklung 
Für ADAR1 wurde eine essentielle Funktion beim Überleben einiger Zelltypen beschrieben 
(1.6). Die bei ADAR1-Defizienz zugrundeliegenden ADAR1-abhängigen Mechanismen für das 
beobachtete massive Zellsterben konnten bisher noch nicht aufgedeckt werden. Es wurde 
vermutet, dass die in den betroffenen Zellen erhöhte Typ I IFN-Signatur möglicherweise apop-
totische Prozesse in Gang setzt. Seit Kurzem ist bekannt, dass ADAR1 essentiell an der Prozes-
sierung funktioneller miRNAs beteiligt ist (1.6). In diesem Zusammenhang wird vermutet, dass 
das Fehlen der üblicherweise im Embryonalstadium auftretenden erhöhten miRNA-
Prozessierung zur Dysregulation vieler Gene führt, die normalerweise während dieses Stadi-
ums reprimiert werden und damit eine normale Entwicklung des Embryos verhindern.  
Da sich die Daten bisher aber überwiegend auf das Überleben von embryonalen, sowie adul-
ten hämatopoetischen Stammzellen beziehen, soll im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht 
werden, inwieweit ADAR1 für die Differenzierung von Immunzellen notwendig ist. Als Grund-
lage zur Bearbeitung dieser Fragestellung eignen sich die beschriebenen, konditionell ADAR1-
defizienten Mausmodelle, da hämatopoetische Stammzellen in diesen Maussystemen noch 
nicht von der ADAR1-Defizienz betroffen sind und sich somit normal entwickeln können. Erst 
die Differenzierung zu den entsprechenden Zellen löst auf Grundlage des Cre/loxP-
Rekombinationssystem die ADAR1-Defizienz aus. Wie oben beschrieben werden aus dem 
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Knochenmark der ADAR1f7-9/LysMCre- bzw. ADAR1f7-9/CD11cCre-Mäuse zum einen Makro-
phagen und zum anderen dendritische Zellen in vitro generiert und deren Differenzierung 
charakterisiert und verifiziert. 
 








- OWL, Weilheim 
Analysewaage „R160P-D1“ Sartorius GmbH, Göttingen 
Blot-Modul „Xcell II Mini Cell” (EI9001) Novex, San Diego, USA 
Durchflusszytometer „FACS Calibur“ Becton Dickinson, Basel 
Elutriationszentrifuge „J2-21M/E“ Beckman, Brea, USA 
Blot-Imager System „ChemiDoc XRS“ Biorad, Hercules, USA 
Gel-Imager System - Fröbel Labor Technik, Lindau 
Inkubator „HERA cell 240” Heraeus, Hanau 
Konfokales Laserscan-
Mikroskop 
„TCS SP5“ Leica Microsystems, Wetzlar 
Magnetrührer - Heidolph, Schwabach 
Mikroplattenwaschgerät „Skan Washer 400“ Molecular Devices, Ismaning 
Mikroskop (Durchlicht) „Wilovert“ WTW, Weilheim 
Nucleofector „II Device“ Lonza, Basel, CH 
pH Meter „pH523“ WTW, Weilheim 
Pipetten „Reference“ Eppendorf 
Pipettierhilfe „pipetus“ Hirschmann, Eberstadt 
Plattenphotometer „Emax“ Molecular Devices, Ismaning 
FLUOstar Omega BMG Labtech, Ortenberg 
Präparierbesteck - Fine Science Tools, Heidelberg 
Präzisionswaage „P100“ Mettler Toledo, Gießen 
RT-PCR-Cycler “Mini Opticon” Biorad, Hercules, USA 
Schwenkplatte „Duomax 1030“ Heidolph, Schwabach 





“Perfect Blue Twin S” Peqlab, Erlangen 
Spannungsquelle „Standard PowerPack P25“ Biometra, Göttingen 
Spektrophotometer „NanoDrop-1000“ Thermo Scientific,  
Wilmington, USA 
Sterilbank „BIOHIT” Heraeus, Hanau 
„LaminAir HB 2448” Heraeus, Hanau 
Thermocycler „Master cycler gradient” Eppendorf, Hamburg 
„Elite” Helena, Sunderland, UK 
„iCycler” Biorad, Hercules, USA 
Thermo-Schüttler „TS-100” Peqlab, Erlangen 
Tischzentrifuge „Biofuge fresco“ Heraeus, Hanau 
„GMC-060“ LMS, Brigachtal 
„Biofuge stratos“ Heraeus, Hanau 
Vortexer „REAX 2000“ Heidolph 
Wasserbad „LAUDA M20“ LAUDA, Lauda-Königshofen 
Zählkammer „Neubauer“ W.Schreck, Hofheim 
Zentrifuge „Rotanta /RP“ Hettich, Tuttlingen 
 „Multifuge 1 L-R“ Heraeus, Hanau 
2.2. Chemikalien 
Chemikalien Firma/Firmensitz 
Agarose „UltraPureTM“ Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumchlorid reinst. (NH4Cl) Roth, Karlsruhe 
Bicine Fuorochem, Hadfield, UK 
Bis Tris Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bovine Serum Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt 
Chloroform Roth, Karlsruhe 
Chloroformisoamylalkohol AppliChem, Darmstadt 
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Roth, Karlsruhe 
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Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat 
(Na2HPO4 x 2H2O) 
Roth, Karlsruhe 
Di-Natrium-EDTA Roth, Karlsruhe 
Essigsäure (C2H4O2) Roth, Karlsruhe 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 
Paraformaldehyd  Roth, Karlsruhe 
Glyzerol Roth, Karlsruhe 
HEPES Roth, Karlruhe 
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Roth, Karlsruhe 
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 
Methanol Roth, Karlsruhe 
MOPS Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumazid Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 
Natriumfluorid (NaF) Roth, Karlsruhe 
Natriumvanadat (Na3VO4) Roth, Karlsruhe 
Salzsäure (HCL) Merck, Darmstadt 
Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Schwefelsäure (H2SO4) Merck, Darmstadt 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris-Base Roth, Karlsruhe 
Tris-HCl Roth, Karlsruhe 
Trypanblau Serva, Heidelberg 
Tween20 Roth, Karlsruhe 
Wasserstoffperoxid 30% (H2O2) AppliCHem, Darmstadt 
Zitronensäure (C2H8O7) Roth, Karlsruhe 




6x Probenpuffer (Lämmli, für SDS PAGE) 12% SDS, 12.5% 2-Mercaptoethanol, 60% 
Glyzerol, 0.375 mM TrisBase, pH 6.8 mit HCl 
einstellen, gesättigte Bromphenolblaulösung 
zugeben 
10x PBS-Puffer 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 137 mM EDTA, 
6.5 mM NaaHPO4, pH 7.4 
50x TAE-Puffer 40 mM Tris, 0.1% Essigsäure, 1 mM EDTA in H2O 
10x TBS-Puffer 152 mM TrisHCl, 48 mM TrisBase, 
1500 mM NaCl, pH 7.6 
Blockpuffer (ELISA) 1% BSA, 0.05% Tween20 in 1x PBS 
Blockpuffer (Western Blot) Milchpulver (MP):  
5% MP, 0.1% Tween20 in 1x TBS 
Bovines Serum Album (BSA): 
5% BSA, 0.1% Tween20 in 1x TBS 
EDTA-Lösung  0.5 M Di-Natrium EDTA, pH 8.0 → autoklavieren 
Elutriations-Puffer 0.1% AB Serum, 0.01% EDTA in 1xPBS 
FACS-Puffer 2% FCS, 0.01% Na-Azid, 2 mM EDTA in PBSdef  
Lauf-Puffer (SDS PAGE) 50 mM MOPS, 50 mM TrisBase, 0.1% SDS, 
1 mM EDTA, pH7.7  
Liposomen-Puffer 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.1% in DEPC; 
pH 7.4 → 3h rühren, 2x autoklavieren 
Lysepuffer (Mäuseschwänze) 10 mM TrisHCl (pH 8.0), 25 mM EDTA, 
100 mM NaCl, 0.5% SDS in H2O u.p. 
Rote-Blut-Zell-Lyse-Puffer 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA → 
autoklavieren 
Saponin-Puffer 1% BSA, 0.5% Saponin in 1x PBSdef 
Substratpuffer (ELISA) 38 mM C2H8O7, 66 mM Na2HPO4, pH 5.0 
Transferpuffer (Western Blot) 25 mM Bicine, 25 mM BisTris, 1 mM EDTA, 
pH 7.2 
Waschpuffer (ELISA)  0.05% Tween20 in 1X PBS 
Waschpuffer (Western Blot) 0.1% Tween20 in 1xTBS 
 
 




6x Loading Dye (für Agarosegele) Thermo Scientific, Waltham, USA 
DAPI Roche, Mannheim 
DNase Roche, Mannheim 
DOTAP Transfection Reagent Roche, Mannheim 
ECL Reagent Merck, Darmstadt 
Flt3L, murin, Überstand von stabil Flt3L 
exprimierender CHO Zelllinie 
Eigenproduktion 
Gene Ruler DNA ladder Thermo Scientific, Waltham, USA 
GM-CSF, human, rekombinant PeproTech, Rocky Hill, USA 
GM-CSF, murin, rekombinant  PeproTech, Rocky Hill, USA 
GM-CSF, murin, Überstand von stabil GM-
CSF exprimierender X6310 Zelllinie 
Eigenproduktion 
IFNα, murin, rekombinant  Hycult Biotech, Uden, NE 
IFNα, human, rekombinant PeproTech, Rocky Hill, USA 
IFNβ, murin, rekombinant PBL Interferon Source, Piscataway, USA 
IL6, human, rekombinant ImmunoTools, Friesoythe 
IL6, murin, rekombinant R&D Biosystems, Wiesbaden 
M-CSF, murin, rekombinant  PeproTech, Rocky Hill, USA 
LipofectamineTM2000 Reagent Life technologies, Carlsbad, USA 
MTT  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Mowiol Roth, Karlsruhe 
OPD (Phenylenediaminedihydrochloride) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Proteinaseinhibitorcocktail Thermo Scientific, Waltham, USA 
Proteinase K  Roche, Mannheim 
Proteinmarker (prestained) Thermo Scientific, Waltham, USA 
RIPA-Puffer Sigma-Aldrich, Steinheim 
Streptavidin-Peroxidase Roche, Mannheim 
Stripping-Puffer (Western Blot) Thermo Scientific, Waltham, USA 
SYBR Gold Life technologies, Carlsbad, USA 
TO-PRO-3 Iodid Life technologies, Carlsbad, USA 
Trizol „Tri Reagent“ Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim 




BCA Protein Assay Thermo Scientific, Waltham, USA 
SuperSignal West Femto Chemilumines-
cent Substrate 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
Human Monocyte Nucleofector Kit Lonza, Basel, CH 
Human Interferon Beta ELISA Kit PBL Interferon Source, Piscataway, USA 
Murine IP10 ELISA Kit PeproTech, Rocky Hill, USA 
PeqlabGOLD RNA Isolation Kit Peqlab, Erlangen 
Taq PCR Master Mix Kit Quiagen, Hilden 
2.6. Medien und Zusätze (Zellkultur) 
Medium/Zusatz Firma/Firmensitz 
2-Mercaptoethanol Life technologies, Carlsbad, USA 
AB-Serum Biochrom AG, Berlin 
Dulbecco`s PBSdef (1x) PAA, Cölbe 
Fetales calf serum (FSC) Life technologies, Carlsbad, USA 
L-Glutamine 200 mM (100x) PAA, Cölbe 
OptiMEM Life technologies, Carlsbad, USA 
Penicillin/ Streptomycin (100x) PAA, Cölbe 
RPMI 1640 PAA, Cölbe 
Ultra Pure Wasser Biochrom AG, Berlin 
 
Medium supplementiert (Kultur) Zusammensetzung 
OptiMEM supp. pDC 
(murine Flt3L Kultur/ pDCs)  
100 Units/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomy-
cin, 1% FCS, 0.1% 2-Mercaptoethanol 
RPMI supp. Mono 
(humane Monozyten) 
2 mM L-Glutamin, 100 Units/ml Penicillin, 100 
µg/ml Streptomycin, 1x Aminosäuren, 
1 mM Natriumpyruvat, 2% AB Serum 
RPMI supp. mDC 
(murine GM-CSF Kultur/ mDCs) 
2 mM L-Glutamin, 100 Units/ml Penicillin, 
100 µg/ml Streptomycin, 0.5% 2-Mercapto-
ethanol, 10% FCS (Hitze inaktiviert) 
RPMI supp. MO 
(murine M-CSF Kultur/ Makrophagen) 
2 mM L-Glutamin, 100 Units/ml Penicillin, 
100 µg/ml Streptomycin, 10% FCS,  
0.1% 2-Mercaptoethanol 
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2.7. Antikörper 
Spezifität Markierung Ursprung Firma/Firmensitz 
Western Blot    
ADAR1, murin (15.5.6) - mouse Santa Cruz, Dallas USA 
Aktin, murin/human - mouse Sigma-Aldrich, Steinheim 
IRF3, murin (N-term) - rabbit Epitomics, Burlingame, USA 
IRF7, murin (H-246) - rabbit Santa Cruz, Dallas USA 
STAT1, murin - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
TBK1, murin (D1B4) - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
TRIF, murin - rabbit IMGENEX, SanDiego, USA 
pIRF3 (Ser396), murin (4D4G) - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
pIRF7 (Ser471/472), murin - rabbit Biorbyt, Cambridge, UK 
pTBK1 (ser172), murin (D52C2) - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
pSTAT1 (Ser727), murin (D3B7) - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
pSTAT1 (Tyr701), murin - rabbit Cell Signaling, Danvers, USA 
Rabbit IgG HRP donkey Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
Mouse IgG HRP goat Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
ELISA    
IFNα, human - mouse eBioscience, San Diego, USA 
IFNα, human HRP mouse eBioscience, San Diego, USA 
IFNα, murin - rat PBL Interferon Source, Pisca-
taway, USA 
IFNα, murin - rabbit PBL Interferon Source, Pisca-
taway, USA 
IFNβ, murin - rabbit PBL Interferon Source, Pisca-
taway, USA 
IFNβ, murin - rat PBL Interferon Source, Pisca-
taway, USA 
IL6, human - rat BD Bioscience, San Jose, USA 
IL6, human Biotin rat BD Bioscience, San Jose, USA 
IL6, murin - rat R&D Systems, Minneapolis, 
USA 
IL6, murin Biotin rat R&D Systems, Minneapolis, 
USA 
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IP10, murin - rabbit PeproTech, Rocky Hill, USA 
IP10, murin Biotin rabbit PeproTech, Rocky Hill, USA 
Rabbit IgG HRP donkey Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
Rat IgG HRP rabbit Abcam ,Cambridge, UK 
FACS    
B220, murin FITC rat BD Bioscience, San Jose, USA 
BDCA-2, human FITC mouse Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach 
CD11b, murin FITC rat BD Bioscience, San Jose, USA 
CD11c, murin APC rat eBioscience, San Diego, USA 
CD11c, murin PE rat eBioscience, San Diego, USA 
CD14, human PE mouse Miltenyi Biotech, Bergisch 
Gladbach 
CD80, murin FITC rat BD Bioscience, San Jose, USA 
CD86, murin PE rat BD Bioscience, San Jose, USA 
CD206, murin APC rat BioLegend, San Diego, USA 
MHCII, murin PE rat eBioscience, San Diego, USA 
F4/80, murin FITC rat eBioscience, San Diego, USA 
F4/80, murin PE rat eBioscience, San Diego, USA 
Fc-Block - mouse Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
Fc-Block - rat Jackson ImmunoResearch, 
West Grove, USA 
Sca1 (Ly6A/E), murin APC rat eBioscience, San Diego, USA 
Sca1 Isotypenkontrolle APC rat eBioscience, San Diego, USA 
Immunfluoreszenz    
IRF3, murin (N-term) - rabbit Epitomics, Burlingame, USA 
IRF7, murin (H-246) - rabbit Santa Cruz, Dallas USA 
Rabbit-IgG Alexa546 donkey Life technologies, Carlsbad, 
USA 
2.8. Stimulanzien/Viren 
Stimulus/Virus Sequenz/Ursprung Firma/Firmensitz 
LPS Lipopolysachharid aus E.coli InvivoGen, San Diego, 
USA 
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Poly I:C Synthetisches Poly Inosin:Cytidin 
LMW 
InvivoGen, San Diego, 
USA 




VACV70mer 5`-CCA TCA GAA AGA GGT TTA ATA TTT 
TTG TGA GAC CAT CGA AGA GAG AAA 
GAG ATA AAA CTT TTT TAC GAC T-3` 
Eurofins MWG Operon, 
Ebersberg 
2.9. Primer 
Primer Sequenz Firma/Firmensitz 
ADAR1-del1 (536) 5´-CTG CCA CTT CTC CCT GAC TC-3´ Metabion, Martinsried 
ADAR1-loyp2t-2 (537) 5´-AGT CCT CTC CCT TCC CTG AA-3 Metabion, Martinsried 
LysMCre1 (672) 5´-CCC AAG AAG AAG AGG AAG GTG TCC-3 Metabion, Martinsried 
LysMCre2 (673) 5´-CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG-3` Metabion, Martinsried 
CD11c-Cre (fow) (1035) 5`-ACT TGG CAG CTG TCT CCA AG-3` Metabion, Martinsried 
Cre-ORF (rev) (1036) 5`-GCG AAC ATC TTC AGG TTC TG-3` Metabion, Martinsried 
 
Die lyophilisierten Primer wurden in H2O ultrapure gelöst und auf 100 pmol/µl eingestellt. 
2.10. siRNA 
Die siRNA wie auch die entsprechende scRNA waren 2`-O-Ribose methyliert, damit sie immu-
nologisch stumm blieben (Hamm, Latz et al. 2010). 
 
siRNA/scRNA Sequenz Firma/Firmensitz 
ADAR1 siRNA       5`-CGC AGA GUU CCU CAC  CUG UAA U-3` 
3`-UU GCG UCU CAA GGA GUG GAC AU-5` 
IBA, Göttingen 
scrambled RNA       5`-UUA UAC GAC CGC UCA CGU GCA U-3` 
3`-UU AAU AUG CUG GCG AGU GCA CG-5` 
IBA, Göttingen 
2.11. Mausstämme 
Mausstamm Quelle Referenz 
ADAR1f7-9 Seeburg, Institut für molekulare 
Neurobiologie, MPI für Medizini-
sche Forschung, Heidelberg 
(Hartner, Schmittwolf et 
al. 2004) 
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LysMCre-Deleter I. Förster, Institut für Genetik, Uni-
versität zu Köln, Köln 
(Clausen, Burkhardt et 
al. 1999) 
CD11cCre-Deleter B. Reizis, Department of Microbiol-
ogy, Columbia University Medical 
Center, New York, USA 
(Caton, Smith-Raska et 
al. 2007) 
ADAR1f7-9/LysMCre Animal facility BMFZ, Marburg Beschrieben in dieser 
Arbeit  




6-well Platte  Greiner bio-one, Frickenhausen 
6-well Platte (Primaria)  
(für humane Monozyten) 
BD Bioscience, San Jose, USA 
24-well Platte (Primaria)  
(für humane Monozyten) 
BD Bioscience, San Jose, USA 
Chamber-Slides BD Bioscience, San Jose, USA 
Deckgläschen Menzel, Braunschweig 
Eppendorf-Tube  
(0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml) 
Sarstedt, Nümbrecht 
FACS-Röhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen 
Fertiggele Life technologies, Carlsbad, USA 
Falcon-Röhrchen  
(15 ml, 50 ml) 
Greiner bio-one, Frickenhausen 
Filterspitzen  
(10 µl, 100 µl, 1000 µl) 
Peqlab, Erlangen 
Handschuhe „Noboglove“ DOBA, Wetter 
Kanülen (24 G) BD Bioscience, Heidelberg 
Mikrotiterplatte (Nunc Maxisorp. 96well, 
Flachboden) (für ELISA) 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
Mikrotiterplatte (96-well, Flachboden) 
(für Makrophagen) 
Greiner bio-one, Frickenhausen 
Mikrotiterplatte (96-well, Flachboden, 
Primaria) (für humane Monozyten) 
BD Bioscience, San Jose, USA 
Mikrotiterplatte (96-well, Rundboden) 
(für pDCs) 
Greiner bio-one, Frickenhausen 
Mikrotiterplatte (96-well, Spitzboden) 
(für PCR) 
Biorad, Hercules, USA 
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Mikrotiterplatte (96well, Rundboden, 
Microlon, unsteril) (für ÜS) 
Greiner bio-one, Frickenhausen 
Nylon Sieb (70µm) „Cell Strainer“ Thermo Scientific, Waltham, USA 
Pasteurpipetten Assistent, Sondheim 
Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl 1000 µl) Greiner bio-one, Frickenhausen 
Plastikpipetten (5 ml, 10 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Plastikpipetten (25 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen 
PVDF „Immobilon-P“ Transfermembran Millipore, Billerica, USA 
Spritzen „Omnifix“ (10 ml) Braun, Melsungen 
Tube-Streifen (clear 0,2 ml) und Deckel 
(clear) (für Schmelzkurvenanalyse) 
Biorad, Hercules, USA 
Whatman Papier „GB003“ Schleicher + Schuell, Dasse 
Zellkulturschalen (3,5 cm)  
(für Makrophagen) 
BD Bioscience, San Jose, USA 
Zellkulturschalen (10 cm)  
(für Makrophagen) 
BD Bioscience, San Jose, USA 
Zellkulturschalen (10 cm) Greiner bio-one, Frickenhausen 
Zellkulturschalen (Nunclon, 10 cm)  
(für mDC-Kulturen) 
Thermo Scientific, Waltham, USA 
2.13. Software 
Software Firma/Firmensitz 
Cell Quest Pro BD Bioscience, San Jose, USA 
Endnote The Thomson Corporation, Stanford, USA 
Flow Jo Tree Star, Ashland, USA 
Image Lab Biorad, Hercules, USA 
LAS AF Leica Microsystems, Wetzlar 
Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA 
MultiExperiment Viewer TM4, Dana-Faber Cancer Institute, Boston USA 
Omega Data Analysis BMG Labtech, Ortenberg 
SigmaPlot 10 Systat Software, Chicago, USA 
SoftMax Pro v5 Molecular Devices, Sunnyvale, USA 
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3. Methoden 
3.1. Molekularbiologische Methoden 
3.1.1. RNA-Isolation aus primären Zellen 
Zur Isolation von RNA aus kultivierten Zellen für eine anschließende Microarray-Analyse (3.7) 
wurde Trizol verwendet. 
 Das Zellpellet (5-10x 106) wurde in 1 ml Trizol resuspendiert 
 Der Ansatz wurde für 5 min bei RT inkubiert 
 Dem Ansatz wurden 0,2 ml Chloroform/1 ml Trizol hinzugesetzt und dieser anschließend 
15 sec geschüttelt 
 Der Ansatz wurde für 2-3 min bei RT inkubiert 
  3000x g, 30 min, 4°C 
 Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues Falcon-Röhrchen transferiert 
 Der transferierten Phase wurden 0,5 ml Isopropanol/1ml Trizol hinzugesetzt 
 Der Ansatz wurde für 10 min bei RT inkubiert 
  3000x g, 30 min, 4°C 
 Der ÜS wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml 70% Ethanol/1 ml Trizol gewaschen 
  3000x g, 15 min, 4°C 
 Der ÜS wurde abgenommen und das Pellet getrocknet 
 Das Pellet wurde in 25 μl RNase-freiem H2O gelöst und bei -80°C gelagert 
3.1.2. DNase-Verdau 
 Die RNA wurde auf Eis aufgetaut 
 Der RNA wurde 1 µl DNase (10 Units)/50 µg RNA hinzugesetzt 
 Dem Ansatz wurde entsprechendes Volumen an 10x Incubation Buffer hinzugesetzt 
 Der Ansatz wurde für 20 min bei 37°C inkubiert 
 Die RNA wurde durch RNA-Fällung aufgereinigt (3.1.2.1) 
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3.1.2.1. RNA-Fällung 
 Dem DNase-Verdau (3.1.2) wurde der gleiche Volumenanteil Chloroformisoamylalkohol 
hinzugesetzt und der Ansatz geschüttelt 
  10.000x g, 2 min, RT (Phasentrennung trat ein) 
 Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Tube überführt 
 Dem Ansatz wurde der gleiche Volumenanteil Chloroform hinzugesetzt und geschüttelt 
  10.000x g, 2 min, RT  
 Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Tube überführt 
 Dem Ansatz wurde der 2,5x Volumenanteil 100% Ethanol und 1/10 Volumenanteil 
3 M Natriumacetat (pH 5.0) hinzugesetzt 
 Der Ansatz wurde für 1 h bei -80°C oder ü.N. bei -20°C inkubiert 
  10.000x g, 20 min, 4°C 
 Der ÜS wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen 
  10.000x g, 5 min, 4°C 
 Der ÜS wurde abgenommen und das Pellet getrocknet 
 Das Pellet wurde in 30-50 µl RNase-freiem H2O gelöst 
3.1.3. DNA-Extraktion aus Mäuseschwänzen 
Zur Genotypisierung der Mausstämme wurde DNA aus der Schwanzspitze isoliert und der 
Genotyp für den entsprechenden Lokus nach einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern 
anhand der entstandenen Amplifikate analysiert. 
 Die Mausschwanzspitze (~ 0,4 cm) wurde in ein Eppendorf-Tube überführt  
(Lagerung bei -80°C möglich) 
 500 μl Lysepuffer versetzt mit 100 μg/ml Proteinase K wurden zu der Schwanzspitze gege-
ben 
 Der Ansatz wurde ü.N. bei 56°C schüttelnd inkubiert 
 Die verdauten Mäuseschwänze wurden bei 10.000x g für 20 min bei RT zentrifugiert 
 ~ 450 μl des ÜS wurden in ein neues Eppendorf-Tube überführt 
 Zum Fällen der DNA wurden dem ÜS 500 μl Isopropanol zugesetzt und die Lösung inver-
tiert bis der DNA-Faden sichtbar wurde 
 Der DNA-Faden wurde in 200 μl H2O u.p. überführt 
 Zum Lösen der DNA wurde diese 2-3 h bei RT schüttelnd inkubiert (Lagerung bei -20°C) 
Von diesem Ansatz wurden 2 μl als Template für die anschließende PCR-Reaktion eingesetzt 
3.1.4). 
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3.1.4. PCR 
Zur standardmäßigen Analyse von DNA wie z.B. bei der Maus-Genotypisierung wurde 
das „Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen)“ verwendet. 
 
Tab. 3.1 Taq PCR-Ansatz 
Substanz Stockkonzentration Endkonzentration 
Taq Mix 2x 1x 
Primer sense 10 pmol/µl 3,33 pmol/µl 
Primer antisense 10 pmol/µl 3,33 pmol/µl 
DNA - 100 ng (~ 2 µl) 
H2O ultrapure - ad 30 µl 
 
3.1.5. Gelelektrophorese von DNA oder RNA 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden Nukleinsäuren verifiziert oder qualitativ 
kontrolliert. 
 1-2% Agarosegele wurden durch Aufkochen der Agarose in 1x TAE-Puffer (für DNA) oder 
1x MOPS-Puffer (für RNA) gelöst, nach kurzem Abkühlen wurde das Gel gegossen 
 Die Elektrophoresekammer wurde mit 1x TAE-Puffer (für DNA) oder 1x MOPS-Puffer (für 
RNA) befüllt und das Gel darin platziert (für RNA Gele wurde die Gelkammer sowie der 
Gelschlitten zuvor mit 30%iger H2O2-Lösung desinfiziert) 
 Die DNA/RNA-Probe wurde mit 6x Loading-Dye versetzt und anschließend die Geltaschen 
beladen 
 Längenstandard (0,5 μg): „Gene Ruler 1 kb oder 100 bp DNA Ladder“ 
 Gellauf zunächst 10 min bei 80 V, dann 1-2 h bei 100-120 V 
 Das Gel wurde im Dunkeln im Ethidiumbromidbad (1 μg/ml in ddH2O)    15 min gefärbt und 
die DNA-Banden durch UV-Belichtung sichtbar gemacht und mit einem Gel-Imager doku-
mentiert 
3.1.6. Messung von DNA/RNA-Konzentrationen 
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde aus 1 μl Probe am „NanoDrop“ durch die photo-
metrische Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Durch Bildung des Quotienten 260 
nm/280 nm war eine Aussage bezüglich der Reinheit der Probe möglich, wobei der Quotient 
1,8 als „rein“ für DNA und 2,0 als „rein“ für RNA galt. 
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3.1.7. Herstellung von siRNA und VACV70mer 
Für einige experimentelle Ansätze mussten aus einzelsträngigen, synthetischen 
Oligonukleotiden doppelsträngige Oligonukleotide hergestellt werden.  
So wurde die, für den siRNA-vermittelten Knockdown in humanen Monozyten, benötigte 
siRNA und die entsprechende scrambled RNA aus RNA-Einzelsträngen hergestellt (3.4.7). 
Ebenso wurde das für die Stimulationen der primären Zellen (3.4.8) eingesetzte poxvirale 
Vaccinia Virus DNA-Motiv (VACV70mer) durch die Komplexierung zweier einzelsträngiger 
DNA-Oligonukleotide hergestellt.  
 Die Lösungen mit den einzelsträngigen Oligonukleotiden wurden im selben molaren Ver-
hältnis zueinander gemischt 
 Das Gemisch wurde für 10 min bei 95°C inkubiert und anschließend langsam auf RT ab-
gekühlt. 
Zur Kontrolle des gebildeten Doppelstrangs wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt 
(3.1.8). 
3.1.8. Schmelzkurven von siRNA und VACV70mer 
Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen, indem die Temperatur lang-
sam kontinuierlich erhöht wird. Bei einer für das Fragment spezifischen Schmelztemperatur 
trennt sich der Doppelstrang zu zwei einzelsträngigen Molekülen. Dabei wird ein zuvor zuge-
setzter, interkalierender Fluoreszenzfarbstoff (hier SYBR Gold) freigesetzt, und eine Änderung 
der Fluoreszenz wird registriert. 
Diese Analyse wurde eingesetzt, um die Doppelsträngigkeit von aus zwei Einzelsträngen her-
gestellten (3.1.7), doppelsträngigen DNA- oder RNA-Molekülen zu untersuchen. Im Rahmen 
der Doktorarbeit wurde auf diese Weise die Doppelsträngigkeit von hergestellter siRNA und 
scrambled RNA für darauffolgende siRNA-vermittelte-Knockdown-Experimente (3.4.7) sowie 
des VACV70mer DNA-Motivs für anschließende Stimulationen (3.4.8) überprüft. 
 
Tab. 3.2 Ansatz zur Analyse von Schmelzkurven 
Substanz Stockkonzentration Endkonzentration 
SYBR Gold 10.000x 1x 
DNA/RNA - 5 µg  
Liposomen-Puffer/H2O u.p. - ad 50 µl 
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Tab. 3.3 Real-time Bedingungen zur Erstellung einer Schmelzkurve 
Schritt Bedingung 
Schmelzkurve 23-99°C, 0,5°C increment for 10 sec,  
+ Plate read  
Kühlung 4°C 
 
3.2. Proteinbiochemische Methoden 
3.2.1. Herstellung von Ganzzelllysaten 
Zur Herstellung von Ganzzelllysaten unter denaturierenden Bedingungen wurde RIPA-Puffer 
wie folgt eingesetzt (alle Reagenzien und alle Arbeitsschritte auf Eis): 
 1-3x 106 Zellen wurden in 80-100 µl RIPA-Puffer aufgenommen und resuspendiert (Inhi-
bitoren und EDTA frisch zugesetzt) 
 







Halt Proteinase Inhibitor Cocktail 100x 1x 
Phosphatase-
inhibitor 
Na3VO4 20 mM 200 µM 
NaF 0,5 M 20 mM 
Ca2+-Chelator EDTA 0,5 M 5 mM 
 
 Der Ansatz wurde für 30 min schüttelnd bei 4°C inkubiert 
  10.000x g, 10 min; 4°C  
 Der ÜS wurde bei -80°C aufbewahrt und anschließend nach Bestimmung der Proteinkon-
zentration mittels BCA-Assay (3.2.2) für SDS-PAGE (3.2.3)- bzw. Western Blot(3.2.4)-
Analysen eingesetzt 
3.2.2. BCA-Assay 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Zelllysate (3.2.1) wurde das „BCA Protein 
Assay Kit“ (Thermo Scientific) gemäß den Herstellerangaben verwendet. 
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3.2.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Auftrennung von Proteinlysaten unter denaturierenden Bedingungen, der anschließend 
eine Analyse entsprechender Proteine im Western Blot (3.2.4) folgte, wurden NuPAGE® No-
vex® 4-12% Bis-Tris Gele (Invitrogen) gemäß den Herstellerangaben verwendet. 
Die Proben bzw. Zelllysate (3.2.1) wurden dazu vorher mit 6x Lämmli Probenpuffer versetzt, 
für 5 min bei 96°C aufgekocht und entsprechend ihrer Proteinkonzentration mit distinktem 
Volumen auf das Gel aufgetragen. 
3.2.4. Western Blot 
Die im zuvor in der SDS-PAGE (3.2.3) der Größe nach aufgetrennten Proteine wurden im elekt-
rischen Feld aus dem Gel auf eine PVDF-Membran übertragen/„geblottet“ und immobilisiert 
(3.2.4.1). Anschließend wurden über spezifische Antikörper verschiedene Proteine detektiert 
und analysiert. Dabei wurde der gebundene Primärantikörper durch einen Peroxidase-
gekoppelten Sekundärantikörper detektiert. Die Chemilumineszenz, die durch den Peroxidase-
vermittelten Umsatz von Luminol (Substrat), freigesetzt wurde, wurde mit dem „ChemiDoc 
XRS“ (Biorad) dokumentiert. 
3.2.4.1. Blotten 
Das elektrophoretische Blotten erfolgte nach dem Tank-Blot System auf eine PVDF-Membran. 
Als Blot-Modul wurde das „Xcell II Mini Cell“-Modul (Invitrogen) verwendet. Gel und PVDF-
Membran wurden entsprechend den Herstellerangaben zwischen Kathode und Anode ge-
schichtet. 
 Vor dem Zusammenbau des Blotmodulswurde die PVDF-Membran 15 sec in Methanol 
getränkt und anschließend mit Schwämmen und Whatman-Papier in Transferpuffer äqui-
libriert, das Blot-Modul wurde nach dem Zusammenbau mit Transferpuffer befüllt 
 Es wurde für 1,5-2 h bei 25 V geblottet (abhängig von der Größe des nachzuweisenden 
Proteins) 
 Nach Beenden des Laufs wurde der Blot auseinandergebaut, die PVDF-Membran kurz in 
Transferpuffer gewaschen, dann 15 sec in Methanol gelegt und schließlich luftgetrocknet 
(Lagerung bis zur Immundetektion bei 4°C) 
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3.2.4.2. Immundetektion 
 Die geblottete und getrocknete PVDF-Membran wurde zunächst zur Aktivierung für 
15 sec in Methanol gelegt und anschließend für 1-2 h schwenkend in ~ 25 ml Blockpuffer 
(5% Milchpulver, 0,1% Tween in 1x TBS; für phospho-Proteine: 5% BSA, 0,1% Tween in  
1x TBS) inkubiert 
 Zum Nachweis der entsprechenden Proteine wurden die spezifischen Primärantikörper 
entsprechend Tab. 3.5 verdünnt (die Angaben richten sich dabei nach den Herstelleran-
gaben) und der Blot in 10 ml Antikörper-Lösung über Nacht bei 4°C schwenkend inku-
biert. 
 Die PVDF-Membran wurde nach Inkubation mit dem Primärantikörper 3x 10 min mit 
Waschpuffer (0,1% Tween in 1x TBS) gewaschen 
 Die Inkubation mit 10 ml des gemäß Tab. 3.5 verdünnten Peroxidase-gekoppelten Se-
kundärantikörpers erfolgte schwenkend für 1-2 h bei RT 
 Die PVDF-Membran wurde nach Inkubation mit dem Sekundärantikörper 3x 10 min mit 
Waschpuffer (0,1% Tween in 1x TBS) und 1x 10 min mit 1x TBS gewaschen 
 Die PVDF-Membran wurde mit „RapidStep™ ECL Reagent“ (Merck Millipore) oder „Su-
perSignal™ West Femto“ (Pierce) als Substrat benetzt, für 1-5 min im Dunkeln inkubiert 
und anschließend die durch die Reaktion erfolgte Chemilumineszenz mit dem 
„ChemiDoc XRS“ (Biorad) dokumentiert 
 
Tab. 3.5 Verwendete Verdünnungen der Primärantikörper für die Western Blot-Analyse 
(richten sich nach den Herstellerangaben) 
Primärantikörper Verdünnung 
mouse α-ADAR1 1:500 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-TBK1 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-pTBK1 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-IRF3 1:2000 in 5% BSA , 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-pIRF3 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-IRF7 1:500 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-pIRF7 1:500 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-STAT1 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-p(Tyr701)STAT1 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
rabbit α-p(Ser727)STAT1 1:1000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
mouse α-Aktin 1:10.000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
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Tab. 3.6 Verwendete Verdünnungen der Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper 
(richten sich nach den Herstellerangaben) 
Sekundärantikörper Verdünnung 
donkey α-rabbit-HRP  1:10.000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
goat α-mouse-HRP 1:10.000 in 5% MP, 0,1% Tween in 1x TBS 
 
Die PVDF-Membran wurde nach erfolgter Immundetektion gegebenenfalls, z.B. für die Im-
mundetektion von Aktin als Ladekontrolle, „gestrippt“, d.h. die gebundenen Antikörper abge-
löst. Dazu wurde der kommerziell erhältliche „Restore™ Western Blot Stripping-Buffer“ 
(Thermo Scientific) verwendet. Die PVDF-Membran wurde zunächst 2x 10 min mit 1x TBS ge-
waschen, anschließend in 10 ml der Strippinglösung für 30 min bei RT schwenkend inkubiert 
und vor wiederholter Immundetektion 2x 10 min mit 1x TBS gewaschen. 
3.2.5. Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay (ELISA) 
Mit dem ELISA wurde im Rahmen dieser Arbeit die Konzentration von verschiedenen Zytoki-
nen in Zellkulturüberständen gemessen. Dabei handelte es sich um Sandwich-ELISAs. Bei die-
sen wurde ein spezifischer Antikörper in einer 96-well „Maxisorp“ (Nunc) Flachbodenplatte 
immobilisiert („coating“) und mit der Probe inkubiert. Durch eine Standardreihe bekannter 
Konzentrationen wurde eine Kalibrierungskurve zur späteren Quantifizierung der unbekann-
ten Proben erstellt. Die gebundenen Zytokine wurden über einen weiteren Antikörper erfasst 
(detection). Die Detektion erfolgte durch den Peroxidase (HRP)-vermittelten Umsatz eines 
Substrats. Die Peroxidase war als Enzymkonjugat an einen dritten Antikörper gekoppelt, der 
sich gegen den detection-Antikörper richtete oder lag an Streptavidin gebunden vor und 
konnte an den Biotin-markierten detection-Antikörper binden. Bei dem humanen IFNα-ELISA 
lag schon der detection-Antikörper Peroxidase-gekoppelt vor. Nach Umsatz einer Substratlö-
sung, wurde die entstehende Farbentwicklung photometrisch erfasst und anhand der Kalibrie-
rungskurve quantifiziert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf diese Weise humanes und murines Interferon α und β 
(hu/muIFNα und hu/muIFNβ), humanes und murines Interleukin 6 (hu/muIL6) sowie murines 
IP10 (muIP10) in Zellkulturüberständen nachgewiesen. 
Für den Nachweis von humanem IFNß wurde das kommerziell erhältliche „VeriKine™ Human 
Interferon Beta ELISA Kit“ gemäß den Herstellerangaben verwendet. 
Für den Nachweis der anderen Zytokine sind im Folgenden die allgemeinen Arbeitsschritte 
angegeben. Im Anschluss sind die für die verschiedenen Zytokine spezifischen Antikörper und 
Standards unter Angabe der Arbeitskonzentration aufgelistet. 
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Die 96-well Platten wurden nach jedem Inkubationsschritt 3x mit Waschpuffer (0,05% Tween 
in 1x PBS; 250 µl/well) gewaschen. 
 Die 96-well Platte wurde mit coating-Antikörper-Lösung (in PBSdef) (50 µl/well) beschich-
tet und ü.N. bei 4°C inkubiert 
 Die 96-well Platte wurde mit 1%iger BSA-Lösung (1% BSA, 0,05% Tween in 1x PBS) 
(250 µl/well) für 1 h bei RT geblockt 
 Für jedes Zytokin wurde ein spezifischer Standard in logarithmischer Verdünnungsreihe 
(verdünnt in BSA-Blockpuffer) angesetzt und in Doppelbestimmung auf die 96-well Platte 
übertragen (50 µl/well). Die Proben bzw. Zellkulturüberstände wurden entsprechend 
verdünnt und in Doppel- oder Dreifachbestimmung auf die 96-well Platte übertragen (50 
µl/well). Standard und Proben wurden für 1-2 h bei RT inkubiert 
 Die 96-well Platte wurde mit detection-Antikörper-Lösung (verdünnt in BSA-Blockpuffer) 
(50µl/well) für 1-2h bei RT inkubiert 
 Die 96-well Platte wurde mit Enzymkonjugat-Lösung (verdünnt in BSA-Blockpuffer) (50 
µl/well) für 30 min-1 h bei RT inkubiert 
 Der 96-well Platte wurde Substratlösung (1 mg/ml OPD in Substratpuffer mit 0,03% H2O2 
versetzt) hinzugegeben (50 µl/well) 
 Nach ausreichendem Farbumschlag wurde die Reaktion mit 2 M H2SO4-Lösung abge-
stoppt (25 µl/well) 
Die Analyse erfolgte mit einem ELISA-Plattenphotometer bei 490 nm gegen eine Referenz-
wellenlänge von 650 nm und wurde mit dem Programm „SoftmaxPro V5“ ausgewertet. 
 
huIFNα 
Coating-Antikörper: anti-human IFN-alpha Coating Antibody [0,1 µg/ml] 
1. Standard:  humanes IFN-alpha [4 ng/ml] 
Detection-Antikörper/ 
Enzymkonjugat: HRP-Conjugate anti-human IFN-alpha monoclonal antibody (1:1000) 
huIL6 
Coating-Antikörper: rat anti human IL6 [0,5 µg/ml] 
1. Standard:  recombinant human Interleukin 6 (rh IL-6) [10 ng/ml] 
Detection-Antikörper: biotinylated rat anti human IL6 [0,5 µg/ml] 
Enzymkonjugat: Streptavidin-POD [0,1 U/ml] 
muIFNα 
Coating-Antikörper: rat monoclonal anti-mouse Interferon alpha (RMMA-1) [1 µg/ml] 
1. Standard:  murines IFN-alpha [500 U/ml] 
Detection-Antikörper: rabbit polyclonal anti-mouse Interferon alpha [0,94 µg/ml] 
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Enzymkonjugat: Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) [0,16 µg/ml] 
muIFNß (Inkubationsschritte dunkel bei 100%humid) 
Coating-Antikörper: rabbit polyclonal antibody anti-mouse Interferon beta [0,5 µg/ml] 
1. Standard:  mouse Interferon beta [500 U/ml] 
Detection-Antikörper: rat monoclonal anti-mouse Interferon beta [2,5 µg/ml] 
Enzymkonjugat: Rabbit polyclonal Secondary Antibody to Rat IgG - H&L (HRP) [2 µg/ml] 
muIL6 
Coating-Antikörper: Mouse IL-6 MAb (Clone MP5-20F3) [1 µg/ml] 
1. Standard:  recombinant mouse IL6 [10 ng/ml] 
Detection-Antikörper: Mouse IL-6 Biotinylated Affinity Purified PAb [0,1 µg/ml] 
Enzymkonjugat: Streptavidin-POD [0,1 U/ml] 
muIP10 
Coating-Antikörper: rabbit anti-mIP-10 [0,5 µg/ml] 
1. Standard:  recombinant mIP-10 [4 ng/ml] 
Detection-Antikörper: biotinylated rabbit anti-mIP-10 [0,25 µg/ml] 
Enzymkonjugat: Streptavidin-POD [0,1 U/ml] 
3.3. Maus-Typisierung und -Präparation 
3.3.1. ADAR1f7-9/LysMCre-Maus 
Um die immunologische Funktion von ADAR1 zu untersuchen, wurde eine Mauslinie etabliert, 
welche eine ADAR1-Defizienz ausschließlich in myeloiden Zellen entwickelte. Diese Defizienz 
wurde durch den Einsatz des Cre/loxP-Rekombinationssystems generiert (Sauer and Hender-
son 1988). Hierzu wurde die Mauslinie ADAR1f7-9 (Hartner, Schmittwolf et al. 2004) mit der 
Mauslinie LysMCre (Clausen, Burkhardt et al. 1999) gekreuzt. Durch diese Kreuzung wurde der 
neue Mausstamm ADAR1f7-9/LysMCre generiert. Da das Cre-Gen unter der Kontrolle des Lyso-
zym M-Promotors stand, wurde es ausschließlich in den myeloiden Zellen, wie Monozyten, 
Makrophagen und Neutrophilen exprimiert und führte in einer gefloxten                ADAR1f7-
9/LysMCre-Maus zur Deletion der Exons 7-9 des ADAR1-Gens, die einen Teil der dsRBDs und 
die Deaminase-Domäne umfassen. Die doppel-mutanten Nachkommen der F1-Generation, 
die sowohl für den ADAR1-, als auch für den LysMCre-Status verändert waren, wurden erneut 
miteinander verpaart, so dass in der F2-Generation die kombinatorisch möglichen sechs Ge-
notypen gemäß den Mendelschen Regeln auftraten (Daten nicht gezeigt). Diese umfassten in 
Bezug auf den Flox-Status des ADAR1-Gens wildtyp, heterozygote und homozygote Mäuse 
(ADAR1+/+, ADAR1+/f7-9, ADAR1f7-9/f7-9), welche zusätzlich positiv oder negativ für das Cre-
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Transgen (Cre+ oder Cre-) waren. Phänotypisch zeigten die Mäuse keine Auffälligkeiten. Durch 
die Generierung dieser Mauslinie war es möglich aus der homozygot-gefloxten, Cre-positiven 
Maus ADAR1-defiziente Immunzellen zu isolieren und im Vergleich mit ADAR1-kompetenten 
Zellen der anderen Genotypen zu analysieren. Die Mäuse wurden im Alter von 8-13 Wochen 
für die Experimente eingesetzt. Für die Experimente stammten die zu vergleichenden Mäuse 
überwiegend aus derselben Verpaarung, waren gleichen Alters sowie gleichen, vornehmlich 
weiblichen Geschlechtes. 
                      
 
Abb. 3.1 Generierung der ADAR1
f7-9
/LysMCre-Maus. Kreuzung der LysMCre-Maus mit der gefloxten 
ADAR1
f7-9
-Maus. Abhängig vom Genotyp der Nachkommen kam es in Cre-positiven, ADAR1-gefloxten 
Mäusen zur konditionalen Deletion von Exon 7-9 des ADAR1-Gens in myeloiden Zellen. 
 
 
Zur Ermittlung des Genotyps der jeweiligen Nachkommen wurde die aus den Schwanzspitzen 
isolierte DNA der Mäuse (3.1.3) in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern (3.1.4) umge-
setzt und die resultierenden PCR-Produkte analysiert (3.1.5).  
Zur Erfassung der Cre-Geninsertion wurde ein Primer-Paar gewählt, dessen Zielsequenz im 
Cre-Gen lag und daher nur bei Cre-positiven Mäusen zu einem PCR-Produkt von 580 bp führte 
(Primer-Paar: 672 und 673). Von der DNA Cre-negativer Mäuse wurde kein PCR-Fragment in 
dieser Reaktion amplifiziert. Die Zielsequenzen dies Primer-Paars für die Analyse des Flox-
Status (536 und 537)waren intronisch gewählt, wobei das PCR-Produkt das loxP-Element auf-
wärts des Exon 9 überspannte (Abb. 3.2). Während das resultierende PCR-Fragment im Wild-
typ 217 bp umfasste (Abb. 3.2, oben), wurde es im gefloxten ADAR1-Allel entsprechend der 
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Größe des loxP-Elements um 34 bp auf 251 bp vergrößert (Abb. 3.2, unten). Wurde in einer 
solchen PCR-Reaktion sowohl ein Fragment von 217 bp als auch von 251 bp detektiert, lag ein 
heterozygoter Flox-Status (ADAR1+/f7-9) vor, während bei einem wildtyp (ADAR1+/+; 217 bp 
Bande) oder homozygoten Genotyp (ADAR1f7-9/f7-9, 251 bp Bande) eine singuläre Bande auf-
trat.  
Abb. 3.2 Strategie der 
Genotypisierung des Flox-
Status. Das Primer-Paar 
537 und 536 flankierte das 
rechte loxP-Element 
(schwarzes Dreieck) des 
gefloxten ADAR1-Gens. 
Daher vergrößerte sich das 
PCR-Produkt im gefloxten 
Allel (unten) um die Größe 
des loxP-Elements (=34 bp) 
auf 251 bp im Vergleich 
zum wildtyp Allel mit nur 
217 bp (oben) 
 
 
Abb. 3.3 zeigt exemplarisch die PCR-Ergebnisse sowohl zur Untersuchung des ADAR1-Flox-
Status (A) als auch des LysMCre-Status(B). 
 
 
Abb. 3.3 PCR zur Untersu-
chung ADAR1-Flox-Status 
(A) und des LysMcre-Status 
(B). +/+: ADAR1 wildtyp;   
f7-9/+: ADAR1 heterozygot 
gefloxt; f7-9/f7-9: ADAR1 








Das ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausmodell wurde in Analogie zu dem ADAR1f7-9/LysMCre-
Mausmodell (3.3.1) etabliert. Anstelle des LysMCre-Deleter-Mausstamms wurde hier ein 
CD11cCre-Deleter-Stamm eingesetzt (Caton, Smith-Raska et al. 2007), der mit dem beschrie-
benen gefloxten ADAR1-Mausstamm verpaart wurde. Die CD11cCre-Expression führte in der 
ADAR1f7-9/CD11cCre-Maus ausschließlich in dendritischen Zellen (DCs), natürlichen Killerzel-
len, Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und einigen Lymphozyten zur Deletion der ent-
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sprechenden Exons des ADAR1-Gens (Cabanas and Sanchez-Madrid 1999). Auch hier wurden 
in der F2-Generation die kombinatorisch möglichen sechs Genotypen gemäß der Mendel-
schen Regeln erzielt (Daten nicht gezeigt). Diese umfassten in Bezug auf den Flox-Status des 
ADAR1-Gens wildtyp, heterozygote und homozygote Mäuse (ADAR1+/+, ADAR1+/f7-9,     
ADAR1f7-9/f7-9), welche zusätzlich positiv oder negativ für das Cre-Transgen (Cre+ oder Cre-) 
waren. Auch diese Mäuse wiesen keine phänotypischen Auffälligkeiten auf. Durch die Gene-
rierung dieser Mauslinie war es möglich, aus der homozygot gefloxten, Cre-positiven Maus 
ADAR1-defiziente Immunzellen zu isolieren und im Vergleich mit ADAR1-kompetenten Zellen 
zu analysieren. Gemäß dem experimentellen Ansatz im ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell wur-
den Mäuse im Alter von 8-13 Wochen für die Experimente eingesetzt. Für die Experimente 
stammten die zu vergleichenden Mäuse überwiegend aus derselben Verpaarung, waren glei-
chen Alters sowie gleichen, vornehmlich weiblichen Geschlechtes. 
Die PCR-Strategie zur Genotypisierung des ADAR1-Flox-Status entsprach der für das     
ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell beschriebenen Strategie (3.3.1 und Abb. 3.2). Zur Erfassung 
der Cre-Geninsertion wurde ein Primer-Paar gewählt, dessen Zielsequenz im Cre-Gen lag und 
daher nur bei Cre-positiven Mäusen zu einem PCR-Produkt von 300 bp führte (Primer-Paar: 
1035 und 1036). Von der DNA Cre-negativer Mäuse wurde kein PCR-Fragment in dieser Reak-
tion amplifiziert. Abb. 3.4 zeigt exemplarisch die PCR-Ergebnisse zur Untersuchung des Cre-
Status. Exemplarische Daten bezüglich des Flox-Status wurden in Abb. 3.3 gezeigt. 
 
 
Abb. 3.4 PCR zur Untersuchung des CD11cCre-Status. 
CD11cCre pos: CD11cCre-positiv; CD11cCre neg: CD11cCre-








3.3.3. Präparation des Knochenmarks 
Die Mäuse wurden mittels zervikaler Dislokation getötet, auf einem Präparationsbrett fixiert 
und mit 70% Ethanol desinfiziert. Das Präparierbesteck wurde in 70% Ethanol bereitgestellt, 
alle Medien und Proben wurden auf Eis aufbewahrt und steril behandelt. 
 Femur und Tibia wurden präpariert und in eine Petrischale überführt 
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 Der Knochenschaft wurde unter der Sterilbank eröffnet und das Knochenmark mit 10 ml 
Medium in eine neue Petrischale gespült (10 ml Spritze und 24 G Kanüle) 
 Mit einer 10 ml Pipette und Pipettierhilfe wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt 
und über einen 70 µm Nylonstrainer in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt  
  300x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde zur Erythrozytenlyse in 3 ml Rote-Blut-Zell-Lyse (RBL)-Puffer resus-
pendiert und für 7 min bei RT inkubiert 
 Zum Abstoppen der Lyse wurden 5 ml Medium hinzugefügt 
  300x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels Neubauer-
Zählkammer bestimmt. 
3.4. Arbeit mit primären Zellen 
Die Arbeiten mit primären Zellen wurden an einer Sterilbank der Sicherheitsklasse 2 durchge-
führt. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei den entsprechenden Bedingungen kultiviert. 
Alle Materialien und Geräte wurden, bevor sie zum Einsatz kamen, gereinigt bzw. desinfiziert, 
sterilisiert oder autoklaviert. 
3.4.1. Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu wurden die Zellen in 
entsprechendem Medium resuspendiert und ein Aliquot mit Trypanblau zu einer Endkonzent-
ration von 0,25% versetzt. 10 μl dieser Zellsuspension wurden in die Kammer überführt und 
die Zellen in den vier äußeren Eckquadraten gezählt. Der Mittelwert der gezählten Zellen aus 
den ausgezählten Quadraten ergab mit Hilfe folgender Formel die Zellkonzentration bzw. Zell-
zahl:  
        
  
 
                                    
  
 
3.4.2. Generierung von Makrophagen mittels M-CSF 
Mit Hilfe des Wachstums- und Differenzierungsfaktors M-CSF (macrophage colony stimulating 
factor) wurden in vitro Makrophagen aus dem Knochenmark generiert (Stanley, Chen et al. 
1978). 
Tag 0 Anlegen einer M-CSF-Kultur 
 Das Knochenmark (KM) wurde präpariert (3.3.3) 
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 5x 106 KM Zellen/10 ml RPMI supp. (MO) wurden in eine 10 cm-Kulturschale (Becton 
353003) ausgesät und M-CSF zu einer Endkonzentration von 20 ng/ml hinzugesetzt 
 Die Zellen wurden für 5 Tage bei 37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert 
Tag 3 M-CSF-Zugabe 
 Den Kulturen wurde erneut 20 ng/ml M-CSF hinzugesetzt 
Tag 5 Zellernte 
 Das Medium der M-CSF-Kulturen wurde abgesaugt 
 Die Zellen wurden vorsichtig mit PBSdef gewaschen 
 Die adhärenten Zellen wurden durch Inkubation mit 5 ml 3% FCS, 2 mM EDTA in PBSdef 
für 15 min bei 37°C abgelöst und in ein 50 ml Falcon-Röhrchen überführt 
  300x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen RPMI supp. (MO) resuspendiert und 
die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (3.4.1) 
Die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu Makrophagen wurde durchflusszytometrisch 
(3.5) über das Oberflächenmolekül F4/80, einem Pan-Makrophagenmarker, kontrolliert. 
3.4.3. Generierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen mittels 
Flt3L 
Mit Hilfe des Wachstums- und Differenzierungsfaktors Flt3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand) 
wurden in vitro plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) aus dem Knochenmark generiert 
(Brasel, De Smedt et al. 2000). 
Tag 0 Anlegen der Flt3L-Kultur 
 Das Knochenmark (KM) wurde präpariert (3.3.3) 
 15x 106 KM Zellen/ 10 ml OptiMEM supp. (pDCs) wurden in eine 10 cm-Kulturschale 
(Primaria) ausgesät und Flt3L (aus Überstand einer stabil Flt3L-exprimierenden CHO-
Zelllinie gewonnen) abhängig von der Charge 1:250-1:500 zugesetzt 
 Die Zellen wurden für 8 Tage bei 37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert 
Tag 8 Zellernte 
 Die Suspensionszellen wurden geerntet 
  300x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen OptiMEM supp. (pDCs) resuspendiert 
und die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (3.4.1) 
Die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu pDCs wurde durchflusszytometrisch (3.5) über 
die Expression der Oberflächenmoleküle CD11c, einem DC Marker, und B220 kontrolliert. 
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3.4.4. Generierung von myeloiden dendritischen Zellen mittels     
GM-CSF 
Mit Hilfe des Wachstums- und Differenzierungsfaktors GM-CSF (granulocyte macrophage-
colony stimulating factor) wurden in vitro myeloide dendritische Zellen (mDCs) aus dem Kno-
chenmark generiert (Inaba, Inaba et al. 1992). 
Tag 0 Anlegen der GM-CSF-Kultur 
 Das Knochenmark (KM) wurde präpariert (3.3.3) 
 3-6x 106 KM-Zellen/ 10 ml RPMI comp. (mDCs) wurden in eine 10 cm-Kulturschale (Nunc-
lon) ausgesät und abhängig von der Charge mit 5-15% GM-CSF-haltigem Kulturüberstand 
(aus einer stabil GM-CSF exprimierenden X6310 Zelllinie) versetzt 
 Die Zellen wurden für 7 Tage bei 37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert 
Tag 3 GM-CSF-Zugabe 
 Abhängig von der Charge wurde den Kulturen erneut GM-CSF-haltiger Überstand zuge-
setzt 
Tag 6 GM-CSF-Zugabe (siehe Tag 3) 
Tag 7 Zellernte 
 Die Suspensionszellen wurden geerntet 
  300x g, 7min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen RPMI supp. (mDCs) resuspendiert und 
die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (3.4.1) 
Die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu mDCs wurde durchflusszytometrisch (3.5) 
über die Expression des Oberflächenmoleküls CD11c, einem DC-Marker, kontrolliert. 
3.4.5. Isolation von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) aus 
„Buffy coats“ 
Frische „Buffy coat“-Präparationen aus peripherem Venenblut gesunder Blutspender wurden 
aus der Abteilung für Transfusionsmedizin des Uniklinikum Marburg/Gießen verwendet. 
„Buffy coats“ entstehen bei der Separation bestimmter Blutzellen (Herstellung von 
Erythrozyten- oder Thrombozytenkonzentraten) und enthalten neben den Granulozyten auch 
hochangereichert periphere, mononukleäre Blutzellen (PBMC, peripheral blood mononuclear 
cells). Die Präparation der PBMC-Fraktion erfolgte nach der Ficoll-Hypaque-Methode, wobei 
aufgrund von Dichteunterschieden mononukleäre Zellen von anderen Blutzellen getrennt 
wurden. Die PBMC-Fraktion enthält neben Monozyten auch B- und T-Lymphozyten sowie NK-
Zellen. 
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 13 ml des Ficoll-Mediums (Dichte: 1,079 g/ml) wurden in 50 ml Falcon-Röhrchen vorge-
legt (2 Falcon-Röhrchen pro Spender) 
 Der Inhalt eines „Buffy coats“ wurde auf zwei weitere 50 ml Falcon-Röhrchen aufgeteilt 
(maximal 25 ml pro 50 ml Falcon-Röhrchen) und anschließend vorsichtig auf das Ficoll-
Medium geschichtet  
  670x g, 30 min, RT, ohne Bremse 
 Die Plasmaschicht wurde abgenommen und verworfen 
 Die Leukozytenfraktion wurde abgenommen, auf zwei 50 ml Falcon-Röhrchen aufgeteilt 
und mit kaltem PBSdef auf 50 ml aufgefüllt 
  350x g, 10 min, 4°C, ohne Bremse 
 Die Zellpellets wurden resuspendiert, in einem 50 ml Falcon-Röhrchen vereinigt und auf 
50 ml mit kaltem PBSdef aufgefüllt 
  350x g, 10 min, 4°C, ohne Bremse 
 Das Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen RPMI supp. (Monos) resuspendiert 
und die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (3.4.1) 
 Aus den isolierten PBMCs wurden anschließend humane Monozyten aufgereinigt (3.4.6) 
3.4.6. Isolation humaner Monozyten 
Die Elutriation bietet die Möglichkeit, Zellen aufgrund ihrer Größe und Dichte zu trennen. Dies 
wird möglich durch die Erzeugung zweier entgegengesetzt wirkender Kräfte. Durch die Rotati-
on der Zentrifuge wird eine Sedimentationskraft hervorgerufen (Zentrifugalkraft), auf die ein 
von einer Pumpe erzeugter, kontinuierlicher Flüssigkeitsstrom in entgegengesetzter Richtung 
wirkt (Zentripetalkraft). 
Jede Zelle in der Separationskammer wandert in eine Zone, in der ein Gleichgewicht zwischen 
ihrer Sedimentationsrate und der durch die Fließgeschwindigkeit des Elutriationsmediums 
erzeugten Zentripetalkraft besteht. Innerhalb der Separationskammer wird durch ihre speziel-
le Geometrie ein Fließgeschwindigkeitsgradient erzeugt. Hierdurch wird es möglich, Zellen mit 
verschiedenen Sedimentationsraten in Suspension zu halten. Durch die schrittweise Erhöhung 
der Flüssigkeitsrate und der dadurch hervorgerufenen Erhöhung der Fließgeschwindigkeit des 
Elutriationsmediums oder durch die Verringerung der Rotordrehzahl können schrittweise rela-
tiv homogene Zellpopulationen aus der Kammer ausgespült werden. Jede folgende Separation 
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Zwischen Flüssigkeitsrate und Rotordrehzahl besteht folgender Zusammenhang: 
 
                   
 
 F = Flüssigkeitsrate in ml/min 
 X = Kammerfaktor : 0,0511 
 D = Zelldurchmesser in mm 
 RPM = Rotordrehungen pro min 
 
Bei Verwendung einer konstanten Rotordrehzahl wird es mit Hilfe dieser Formel möglich, die 
Größe der Zellen zu berechnen, die bei einer bestimmten Fließgeschwindigkeit des Elutria-
tionsmediums aus der Kammer ausgespült werden. 
Die Durchführung der Elutriation erfolgte bei der konstanten Rotorgeschwindigkeit von 3000 
Umdrehungen pro Minute und bei 4°C. Zum Separieren der Zellen wurde die Fließgeschwin-
digkeit des Elutriationsmediums schrittweise erhöht. Als Elutriationsmedium wurde 
0,1% EDTA, 0,1% AB-Serum in PBSdef verwendet. Pro Elutriationsschritt wurden                     
300-500x 106 PBMCs eingesetzt. 
 Die aufgereinigten PBMCs (3.4.5) wurden in 35 ml RPMI supp. (Monos) aufgenommen 
und mit einer Pumpleistung von 7 ml/min in die Separationskammer eingezogen  
 Es wurde für 5 min bei einer Pumpleistung von 15 ml/min gespült, um Thrombozyten 
und Erythrozyten zu entfernen 
 Die Fließgeschwindigkeit wurde schrittweise bis zu einer Pumpleistung von 28,5 ml/min 
erhöht, um Lymphozyten und NK-Zellen auszuwaschen 
 Die Monozytenfraktion wurde in 100 ml Elutriationsmedium durch Erhöhung der Pump-
leistung auf 36 ml/min separiert  
  350x g, 10min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in entsprechenden Volumen RPMI supp. (Monos) resuspendiert und 
die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt (3.4.1) 
3.4.7. siRNA-vermittelter ADAR1-Knockdown in humanen Monozyten 
Humane Monozyten, die durch PBMC-Isolierung aus „Buffy coats“ (3.4.5) und anschließende 
Elutriation (3.4.6) aufgereinigt wurden, wurden im Anschluss für siRNA (small interfering 
RNA)-vermittelte Knockdown-Experimente eingesetzt. Dazu wurde das „Human Monocyte 
Nucleofector Kit (AMAXA/Lonza)“ eingesetzt. Die siRNA, wie auch die entsprechende scRNA, 
waren 2`-O-Ribose methyliert, damit sie immunologisch stumm blieben (Hamm, Latz et al. 
2010). 
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 3,5 ml RPMI supp. (Monos) wurden pro well einer 6-well Platte (Primaria) vorgelegt und 
bei 37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit äquilibriert 
 Monozyten wurden  310x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in 10-25 ml PBSdef mit 0,1% AB-Serum aufgenommen 
  310x g, 7 min, RT 
 Pro Nukleofektionsansatz wurden 8x 106 Zellen in 100 µl Nucleofector Solution (supple-
mentiert, RT) aufgenommen 
 Die Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Tube mit 100 pmol vorgelegter siRNA über-
führt und vorsichtig gemischt und die Zell/DNA-Suspension wurde kurz (    1 min) bei RT 
inkubiert 
 Die Zell/DNA-Suspension wurde luftblasenfrei in eine Küvette überführt und nach Her-
stellerangaben mit dem Nuclofector Device II im Programm Y-001 nukleofektiert 
 500 µl des äquilibrierten RPMI supp. (Monos) wurden zu der Zellsuspension in die Küvet-
te gegeben 
 Die Zellsuspension wurde mit beigelegter Pipette vorsichtig aus der Küvette in ein well 
der vorbereiteten 6-well Platte (Primaria, finales Volumen 3,5 ml/well) überführt (wie-
derholte Aspiration wurde vermieden) 
 Den Zellen wurde rhGM-CSF zu einer finalen Konzentration von 20 ng/ml zugegeben und 
für zwei Tage bei 37°C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert 
3.4.8. Stimulation von primären Zellen 
Humane elutriierte Monozyten (3.4.6), murine M-CSF-generierte Makrophagen (3.4.2), muri-
ne Flt3L-generierte plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) (3.4.3), sowie murine GM-CSF-
generierte myeloide dendritische Zellen (mDCs) (3.4.4) wurden mit verschiedenen PRR-
Liganden stimuliert. Die Überstände wurden mittels ELISA (3.2.5) auf die enthaltenen Zyto-
kinmengen untersucht und/oder die Zellen lysiert (3.2.1) und mittels Western Blot (3.2.4) auf 
die Expression bestimmter Signalmoleküle überprüft. Humanen Monozyten sowie murinen 
Makrophagen wurden zur Kostimulation rekombinantes GM-CSF zu einer Endkonzentration 
von 20 ng/ml hinzugesetzt. 
Stimulation mit Lipofektamin-komplexierten PRR-Liganden 
 Eine 2x konzentrierte Stimulus-Lösung pro Ansatz wurde vorbereitet, die im gleichen Vo-
lumenverhältnis der Zellsuspension hinzugesetzt wurde 
 Der Stimulus wurde entsprechend in OptiMEM verdünnt 
 Der Stimulus-Lösung wurde in gleichem Volumen Lipofektamin-Lösung zugesetzt und der 
Ansatz zur Komplexierung 10 min bei RT inkubiert 
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Lipofektamin-Lösung: Lipofektamin wurde in OptiMEM verdünnt, wobei pro 1 µg einge-
setzter Nukleinsäure 1 µl Lipofektamin eingesetzt wurde 
 Der Komplexierungsreaktion wurde der gleiche Volumenanteil des entsprechenden Kul-
turmediums zugegeben 
Stimulation mit nicht-komplexierten PRR-Liganden oder Viren 
 Eine 2x konzentrierte Stimulus-Lösung pro Ansatz wurde vorbereitet, die im gleichen Vo-
lumenverhältnis der Zellsuspension hinzugesetzt wurde 
 Der Stimulus/Virus wurde in entsprechendem Kulturmedium verdünnt 
Die stimulierten Zellen wurden für die indizierten Zeitpunkte bei 37°C, 5% CO2, 100% Luft-
feuchtigkeit inkubiert. 
3.4.9. MTT-Test muriner M-CSF-generierter Makrophagen 
Das Tetrazoliumsalz 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT) wird 
in lebenden Zellen durch die enzymatischen Aktivitäten mitochondrialer Dehydrogenasen zu 
einem dunkelblauen, wasserunlöslichen Formazanderivat reduziert. Die optische Dichte des 
blauen Farbstoffes ist dabei direkt proportional zur Anzahl der Zellen und korreliert mit deren 
Stoffwechselaktivität. Der MTT-Test kann deshalb zur Bestimmung der Zellzahl bzw. dem Pro-
liferationsverhalten von Zellen nach einer entsprechenden Stimulation eingesetzt werden. 
Die folgenden Angaben beziehen sich auf den MTT-Test im 96-well-Format. 
 Der Kulturüberstand wurde von den stimulierten Zellen abgenommen 
 Den kultivierten Zellen wurden 200 µl RPMI supp. (MO) versetzt mit 125 µg/ml MTT zu-
gegeben 
 Der Ansatz wurde bei 37°C für 1-3 h inkubiert bis eine ausreichende Blaufärbung einge-
setzt hatte 
 Der Überstand wurde abgesaugt, 100 µl Isoprop-HCl [0.04 M] pro well zugesetzt und der 
gebildete Farbstoff durch Resuspendieren gelöst 
Die Absorption wurde mit einem Plattenphotometer bei 570 nm gemessen (Referenzwellen-
länge: 630 nm) 
3.5. Durchflusszytometrie  
Die Durchflusszytometrie, auch als FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse bezeich-
net, ist eine Methode zur Analyse von Zellen bezüglich ihrer Größe und Granularität. Außer-
dem sind quantitative Analysen von Zelloberflächenmarkern sowie intrazellulären Proteinen 
mit Hilfe Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikörper möglich. Die Zellen werden dabei durch 
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eine Kapillare angesaugt und passieren verschiedene Detektoren und Laser spezifischer Wel-
lenlänge. Auf der Basis von Licht-Emission und -Streuung können dann Parameter wie Fluores-
zenz, Fluoreszenzstärke und Morphologie einer Zelle gemessen werden. Der forward scatter 
(FSC) erlaubt dabei Rückschlüsse auf die Zellgröße, während der sideward scatter (SSC) Aus-
kunft über die Granularität einer Zelle gibt. 
3.5.1. Oberflächenfärbung für Durchflusszytometrie 
 100.000-500.000 Zellen wurden in ein FACS-Röhrchen überführt und mit 1 ml FACS-
Puffer gewaschen 
  300x g, 7 min, 4°C 
 Das Zellpellet wurde in 30 μl Fc-Block (112 μg/ml Fc-Block in FACS-Puffer) resuspendiert  
 Der Ansatz wurde für 7 min bei 4°C inkubiert 
 30 μl Ak-Mix (in FACS-Puffer verdünnt, die entsprechenden finalen Arbeitskonzentratio-
nen der Antikörper sind in Tab. 3.7 angegeben) wurden zu den Zellen gegeben und ge-
mischt 
 Der Ansatz wurde für 45 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert 
 Die Zellen wurden 2x mit FACS-Puffer gewaschen und schließlich in 150-200 μl FACS-
Puffer aufgenommen  
Die Messung erfolgte mit dem „FACS Calibur“ Durchflusszytometer unter Verwendung der 
Software „CellQuest“ (BD). Die Daten wurden anschließend mit dem Auswertungsprogramm 
„FlowJo 8.1.1“ analysiert. 
 
Tab. 3.7 Arbeitskonzentrationen verwendeter FACS-Antikörper 
Antikörper Konjugiertes Fluorchrom Arbeitskonzentration 
rat α mouse F4/80 (Mɸ) PE 2,5 µg/ml 
rat α mouse F4/80 (Mɸ) FITC 2,5 µg/ml 
rat α mouse CD11b (Mɸ) FITC 1 µg/ml 
rat α mouse CD80 (Mɸ) FITC 2,5 µg/ml 
rat α mouse CD86 (Mɸ) PE 1 µg/ml 
rat α mouse CD206 (Mɸ) APC 1 µg/ml 
rat α mouse Sca1 (Mɸ) APC 0,2 µg/ml 
Sca1 Isotypenkontrolle (Mɸ) APC 0,2 µg/ml 
rat α mouse CD11c (pDC) PE 0.5 µg/ml 
rat α mouse B220 (pDC) FITC 1,25 µg/ml 
rat α mouse CD11c (mDC) APC 0,4µg/ml 
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rat α mouse MHCII (mDC) PE 0,2 µg/ml 
mouse α human BDCA-2 (Monos) FITC 0,5 µg/ml 
mouse α human CD14 (Monos) PE 0,5 µg/ml 
TO-PRO-3 Iodid - 50 nM 
 
Mɸ: Makrophagen, mDCs: myeloide dendritische Zellen, pDCs: plasmazytoide dendritische Zellen, Mo-
nos: humane Monozyten 
 
3.6. Immunfluoreszenz 
Murine M-CSF-generierte Makrophagen (4.3.1.1) wurden für die Immunfluoreszenz-
Färbungen in Chamber-Slides (100.000 Zellen/Chamber/200 µl) ausgesät und nach entspre-
chender Stimulation (3.4.8) gefärbt.  
 Die Zellen wurden mit 2%iger Paraformaldehyd-Lösung für 20 min bei RT fixiert 
 Die Zellen wurden 2x mit PBSdef gewaschen 
 Die Permeabilsierung der Zellen erfolgte mit Saponin-Puffer (1% BSA, 0,5% Saponin in 
PBSdef) 
 Den Zellen wurden pro Chamber 100 µl der 1. AK-Lösung (in Saponin-Puffer verdünnt; 
die entsprechenden Verdünnungen der verwendeten Antikörper sind in Tab. 3.8 ange-
geben) hinzugesetzt 
 Der Ansatz wurde für 1 h bei 4°C im Dunkeln inkubiert 
 Die Zellen wurden 4x mit Saponin-Puffer gewaschen 
 Den Zellen wurden pro Chamber 100 µl der 2. AK-Lösung versetzt mit DAPI (in Saponin-
Puffer verdünnt, die entsprechenden Verdünnungen der verwendeten Antikörper bzw. 
von DAPI sind in Tab. 3.9 angegeben) zugegeben 
 Der Ansatz wurde für 1 h bei 4°C im Dunkeln inkubiert 
 Die Zellen wurden 4x mit Saponin-Puffer gewaschen 
 Die Zellen wurden 1x mit PBSdef gewaschen 
 Die Zellen wurden mit Mowiol eingedeckelt 
Die Aufnahme und Analyse der Immunfluoreszenz erfolgte mit dem konfokalen Laserscan-
Mikroskop „TCS Sp5“ (Leica). 
 
Tab. 3.8 Verdünnungen verwendeter Primärantikörper für Immunfluoreszenz 
Primärantikörper Verdünnung 
rabbit α-IRF3 1:200 in 1% BSA, 0,5% Saponin in PBSdef 
rabbit α-IRF7 1:200 in 1% BSA, 0,5% Saponin in PBSdef 
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Tab. 3.9 Verdünnungen verwendeter Sekundärantikörper bzw. von DAPI für Immunfluoreszenz 
Sekundärantikörper/DAPI Verdünnung 
donkey α-rabbit-Alexa546 1:200 in 1% BSA, 0,5% Saponin in PBSdef 
DAPI 1:10.000 in 1% BSA, 0,5% Saponin in PBSdef 
 
3.7. Microarray 
Für die Microarray-Analyse wurde RNA aus Zellen isoliert (3.1.1) und anschließend DNase 
verdaut (3.1.2). Die RNA wurde qualitativ mittels Gelelektrophorese (3.1.5) und anhand des 
Quotienten 260 nm/280 nm aus der Absorptionsmessung zur Konzentrationsbestimmung 
überprüft (3.1.6). 1 µg der RNA wurde an die „Expression Core Facility“ des Instituts für Medi-
zinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene an der TU München unter Leitung von Prof. 
Dr. med. D. H. Busch geschickt. 
Die RNA-Proben wurden mittels eines „mouse Gene ST“ (28.853 probe set) Microarray-Chips 
durch die „Expression Core Facility“ analysiert. 
Die Expressionsdaten wurden nach der Festlegung definierter „Cut-offs“ in Form einer heat-
map mit der MeV (MultiExperiment Viewer)-Software dargestellt und analysiert. „Cut-offs“ 
wurden für die logarithmisch angegebene Expressionsstärke (Cutoff: >7) sowie für das Ver-
hältnis (Ratio) (Cutoff: >+2; <-2) der logarithmischen Expressionsdaten bestimmt. 
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4. Ergebnisse 
Der Ergebnisteil gliedert sich in vier Themenschwerpunkte. Der erste Teil untersucht die Rolle 
von ADAR1 in der Typ I Interferon (IFN)-Immunantwort in humanen Monozyten. Die darauf-
folgenden Teile zeigen die Ergebnisse zur Analyse der immunregulatorischen Funktionen von 
ADAR1 in Hinblick auf die Typ I IFN-Immunantwort in zwei verschiedenen Mausmodellen und 
die Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen. Abschließend wurde der Einfluss von 
ADAR1 auf die Entwicklung verschiedener Immunzellpopulationen untersucht. 
4.1. siRNA-vermittelter ADAR1-Knockdown in humanen Monozyten 
Zur Analyse der Rolle von ADAR1 auf die Typ I IFN-Immunantwort in humanen Monozyten 
wurde zunächst siRNA (small interfering RNA)-vermittelt ein ADAR1-Knockdown (3.4.7) durch-
geführt. In diesen Zellen wurde anschließend die Freisetzung von Typ I IFN sowie von pro-
inflammatorischen Zytokinen nach Stimulation mit verschiedenen PRR (pattern-recognition 
receptor)-Liganden untersucht. 
4.1.1. Isolation von humanen Monozyten aus PBMCs  
Als Ausgangsmaterial für die Isolierung von humanen Blutmonozyten wurden frische „Buffy 
coat“-Präparationen aus peripherem Venenblut gesunder Blutspender verwendet. Die Präpa-
ration der angereicherten peripheren, mononukleären Blutzellen (PBMCs, peripheral blood 
mononuclear cells) erfolgte nach der Ficoll-Hypaque-Methode (3.4.5). Die PBMC-Fraktion 
enthielt neben Monozyten auch B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen. Die weitere Aufreini-
gung der Monozyten erfolgte unter Verwendung der „Counter flow“-Zentrifugation (Elutriati-
on) (3.4.6). 
Die Reinheit der aufgereinigten Monozyten wurde durchflusszytometrisch (3.5) sowohl über 
Größen-und Granularitätsverteilung im Forward-Scatter (FSC) bzw. Side-Scatter (SSC) als auch 
über die Oberflächenmoleküle CD14 und BDCA-2 kontrolliert. CD14 ist ein Oberflächenprote-
in, das v.a. von humanen Monozyten und Makrophagen exprimiert wird, wohingegen  BDCA-2 
plasmazytoide dendritische Zellen charakterisiert und Monozyten damit für diesen Marker 
negativ sind. Abb. 4.1 zeigt exemplarisch eine solche Reinheitsanalyse. Durch Elutriation konn-
ten die CD14-positiven, BDCA-2-negativen Monozyten von 42,4 % in der PBMC-Fraktion auf 
87,4 % angereichert werden. Diese Zellen wurden anschließend für die siRNA-Behandlung und 
die darauffolgenden Stimulationsexperimente eingesetzt. 





4.1.2. Etablierung und Validierung des siRNA-Knockdowns in 
humanen Monozyten 
Die aus 4.1.1 aufgereinigten Monozyten wurden der siRNA-Behandlung unterzogen, wobei 
Zellen, die mit der entsprechenden scrambled RNA (scRNA) oder mock-transfiziert wurden, als 
Kontrolle dienten. Vorexperimente zeigten den effizientesten ADAR1-Protein-Knockdown 
nach 48h der siRNA-Behandlung. 
Zur Validierung des siRNA-vermittelten ADAR1-Knockdowns wurden 48 h nach siRNA- oder 
Kontroll-Behandlung Proteinlysate (3.2.1) hergestellt und in einem Western Blot gegen ADAR1 
gefärbt (3.2.4). Die behandelten Zellen wurden darüber hinaus durchflusszytometrisch, wie in 
4.1.1 beschrieben, auf ihren Monozyten Phänotyp untersucht. Zusätzlich wurden die Zellen 
mit TO-PRO-3 angefärbt. TO-PRO-3 ist ein karbozyaner, monomerer Farbstoff, der hochsensi-
tiv Nukleinsäuren anfärbt und sich als Indikator für tote Zellen eignet. 
Die Stabilität des ADAR1-Knockdowns nach Stimulation der Zellen mit LPS oder Sendai Virus 
(SeV) über einen Zeitraum von 20 h wurde ebenfalls mittels Western Blot kontrolliert, um eine 
ADAR1-Defizienz über den gesamten untersuchten Zeitraum gewährleisten zu können. 
 
Abb. 4.1 Reinheit der humanen 
Monozyten. Die Reinheit der 
elutriierten Monozyten wurde 
über die Verteilung der Zellen 
im FSC bzw. SSC und durch die 
Färbung der Oberflächen-
moleküle CD14 und BDCA-2 
beurteilt. Dargestellt sind die 
durchflusszytometrischen Ana-
lysen vor (PBMCs) und nach 
Aufreinigung (Monozyten). 
PBMCs Monozyten 




         
 
Abb. 4.2 siRNA-vermittelter ADAR1-Knockdown in humanen Monozyten. (A) Der Monozyten-
Phänotyp wurde, wie in 4.1.1 beschrieben, durchflusszytometrisch kontrolliert. (B) Der ADAR1-
Knockdown wurde mittels Western Blot gegen ADAR1 sowohl in unstimulierten (ctrl.) als auch nach 
Stimulation mit LPS [10 ng/ml] oder Sendai Virus (SeV) [2 MOI] im Vergleich zu scrambled RNA- oder 
mock-transfizierten Zellen validiert. Repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
 
 
Der Monozyten-Phänotyp konnte auch 48 h nach Behandlung (siRNA, scRNA oder mock) mit 
ca. 93% Reinheit nachgewiesen werden, wie die Färbung gegen CD14, als Monozyten Marker, 
in Abb. 4.2 A zeigt. Über eine Färbung von BDCA-2, als Marker für plasmazytoide dendritische 
Zellen und damit als Marker für weitere IFN-produzierende Zellen konnte eine Anwesenheit 
dieser Zellen im Hinblick auf die folgenden Stimulationsexperimente ausgeschlossen werden. 
A 
B 
scrambled RNA ADAR1 siRNA mock 
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Der Western Blot zeigt in den Kontrollzellen (scrambled RNA oder mock) eine Induktion des 
ADAR1-Proteins nach Stimulation mit SeV oder LPS im Vergleich zu unbehandelten Zellen 
(ctrl.), wobei die Expression der langen IFN-induzierbaren ADAR1p150-Isoform v.a. durch die 
SeV Infektion verstärkt wurde (Abb. 4.2 B). 
Durch die siRNA-Behandlung konnte das ADAR1-Protein in den CD14-positiven humanen 
Monozyten signifikant reduziert werden. Dieser siRNA-vermittelte ADAR1-Knockdown war 
auch nach Stimulation mit LPS oder SeV stabil, sowohl in Hinblick auf die kurze ADAR1p110- 
als auch bezüglich der langen, IFN-induzierbaren ADAR1p150-Form (Abb. 4.2 B). 
4.1.3. Typ I Interferon-Freisetzung der Monozyten nach Stimulation 
mit verschiedenen PRR-Liganden 
Zur Untersuchung der Rolle von ADAR1 auf die Typ I IFN-Antwort wurden die siRNA-
behandelten, ADAR1-defizienten Zellen (4.1.2) im Hinblick auf die Freisetzung der Typ I IFN, 
IFNα und IFNβ, nach Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden analysiert. Als Kontrollen 
dienten scrambled RNA-behandelte oder mock-transfizierte, ADAR1-kompetente Zellen.  
Dazu wurden die Zellüberstände der behandelten und stimulierten Monozyten nach 4 h, 12 h, 
und 20 h geerntet und die enthaltene Zytokinmenge mittels ELISA (3.2.5) bestimmt. Zusätzlich 
wurden auch die Interleukin 6 (IL6)-Spiegel in den Überständen gemessen. 
Als PRR-Liganden kamen, LPS, PolyI:C, Sendai Virus (SeV) und ein synthetisches dsDNA-Motiv 
aus dem Vaccinia Virus (VACV70mer) zum Einsatz. Dabei stimulieren LPS, als TLR4-Ligand, und 
PolyI:C, als TLR3-Ligand, TRIF-abhängig die Typ I IFN-Induktion. Das Einzelstrang-RNA Virus SeV 
führt über die Aktivierung des zytosolischen RIG-I-Rezeptors IPS1-abhängig zur Typ I IFN-
Freisetzung. Das transfizierte VACV70mer (mit Lipofektamin komplexiert) kann schließlich 
über die zytosolischen DNA-Sensoren IFI16 und/oder cGAS STING-abhängig die Typ I IFN-
Induktion steuern (Unterholzner, Keating et al. 2010; Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 
2013). 
Die siRNA-vermittelte ADAR1-Defizienz führte zu einer reduzierten Freisetzung von IFNα nach 
Stimulation mit SeV oder dem VACV70mer. Mit PolyI:C konnte unabhängig vom ADAR1-Status 
nur eine geringe IFNα-Induktion gemessen werden (Abb. 4.3 A).  
Da IFNβ in der Typ I IFN-Antwort in der frühen Phase als initiales Interferon gebildet wird, 
wurden die IFNβ-Spiegel nach 4 h und 12 h Stimulation in den Zellüberständen gemessen. 
Entsprechend der beobachteten reduzierten Freisetzung von IFNα wurde in ADAR1-
defizienten Zellen (ADAR1 siRNA) auch für IFNβ zunächst nach 4 h eine reduzierte Sekretion 
nach Stimulation mit SeV oder VACV70mer gemessen. Die freigesetzten IFNβ-Mengen glichen 
sich aber nach 12 h denen der Kontrollzellen (scrambled RNA oder mock) an (Abb. 4.3 B). Die 
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siRNA-vermittelte ADAR1-Defizienz führte aber nicht zu einer generellen Reduktion induzier-
ter Typ I IFN. Sowohl für LPS als auch für PolyI:C, als TRIF-abhängige PRR-Liganden, zeigten 
sich erhöhte IFNβ-Konzentrationen in ADAR1-defizienten Zellen (Abb. 4.3 B).  













































































































































































































Abb. 4.3 Zytokin-Freisetzung der siRNA-behandelten Monozyten nach 4 h, 12 h und 20 h. Humane 
Monozyten wurden behandelt mit siRNA gegen ADAR1 (weiß), scrambled RNA (grau) oder mock trans-
fiziert und mit LPS [10 ng/ml], PolyI:C [5 µg/ml], Sendai Virus (SeV) [2 MOI] oder mit einem syntheti-
schen, poxviralem Vaccinia Virus DNA-Motiv (VACV70mer mit Lipofektamin komplexiert) [3 µg/ml] für 
4 h, 12 h und 20 h stimuliert. Zytokinspiegel von IFNα (A) IFNβ (B) IL6 (C) in den Zellüberständen wur-
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4.2. ADAR1f7-9/LysMCre-Maus 
Im Folgenden werden die Ergebnisse zu dem ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell vorgestellt. Da 
sich in diesem Mausmodell der ADAR1-Knockout in LysMCre-exprimierenden, myeloiden Zel-
len, wie z.B. Makrophagen manifestiert, beziehen sich die Ergebnisse auf die Untersuchungen 
M-CSF-generierter Makrophagen. Homozygot ADAR1-gefloxte, LysMCre-positive Mäuse 
(ADAR1 f7-9/f7-9LysMCre+) dienten dabei als Donor für ADAR1-defiziente M-CSF-Kulturen.        
M-CSF-Kulturen aus Mäusen, die kein gefloxtes ADAR1-Allel trugen, dennoch aber LysMCre-
positiv waren (ADAR1+/+LysMCre+), wurden als ADAR1-kompetente Kontrollen eingesetzt. 
Das Mausmodell und die entsprechende Strategie zur Genotypisierung wurden in 3.3.1 darge-
stellt. 
4.2.1. Differenzierung von Makrophagen aus dem Knochenmark 
Zur Analyse der immunregulatorischen Rolle von ADAR1 im Hinblick auf die Typ I IFN-Antwort, 
wurden in vitro Makrophagen aus Knochenmark homozygot ADAR1-gefloxter und, als Kontrol-
len, nicht-gefloxter Mäuse generiert. Um einen Einfluss der Cre-Expression auf die gemesse-
nen Parameter auszuschließen, wiesen sowohl die homozygot gefloxten Tiere zur Induzierung 
des ADAR1-Knockouts in Makrophagen einen positiven LysMCre-Status auf als auch die nicht-
gefloxten Tiere. 
Die ADAR1-defizienten Makrophagen (ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) wurden im Anschluss im Ver-
gleich zu ADAR1-kompetenten (ADAR1+/+LysMCre+) Zellen bezüglich ihres Zytokinprofils nach 
Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden sowie bezüglich verschiedener Aktivierungsmar-
ker untersucht. 
Die Makrophagen wurden in einer Knochenmarkskultur in vitro mit M-CSF differenziert (3.3.3 
und 3.4.2). Die Differenzierung der Zellen wurde sowohl mikroskopisch anhand ihrer Morpho-
logie als auch durchflusszytometrisch (3.5) über die Oberflächenmoleküle F4/80 und CD11b 
kontrolliert. Dabei zeigten die Kulturen unabhängig vom ADAR1-Status eine typische Makro-
phagen-Morphologie (Abb. 4.4 A), ebenso wie eine vergleichbare Anreicherung F4/80-, 
CD11b-positiver Makrophagen von 84.1% bzw. 89.1% (Abb. 4.4 C). Durch eine Färbung der 
Zellen mit TO-PRO-3 zur Markierung toter Zellen konnte darüber hinaus eine Anreicherung 
dieser in der ADAR1-defizienten Kultur gegenüber der ADAR1-kompetenten Kultur ausge-
schlossen werden (Abb. 4.4 B). 
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Abb. 4.4 Kontrolle der Makrophagendifferenzierung. (A) Die M-CSF-differenzierten Knochenmarkszel-
len zeigten mikroskopisch eine typische Makrophagen-Morphologie. (B) Die Kulturen wurden über eine 
Färbung mit TO-PRO-3 auf tote Zellen überprüft. (C) Die Differenzierung der TO-PRO-3-negativen Zellen 
zu Makrophagen wurde durch den Nachweis der Oberflächenmoleküle F4/80 und CD11b überprüft. 









- Maus. Repräsentativ für sieben unabhängige Experimente. 
 
 
Weiterhin wurden die Makrophagen durchflusszytometrisch auf die Expression von CD86, 
CD80 und CD206 untersucht, deren Expression in Zusammenhang mit bestimmten Makropha-
gen-Subpopulationen steht (Liu and Yang 2013). Dabei wiesen die ADAR1-defizienten 
(ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Makrophagen 
(ADAR1+/+LysMCre+) eine erhöhte Expression der kostimulatorischen Moleküle CD86 und CD80 
auf, einhergehend mit einer intermediären Expression des Mannose-Rezeptors CD206. Dieses 
Expressionsmuster deutet auf einen klassisch aktivierten, als pro-inflammatorisch beschriebe-
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kompetente Zellen - typisch für M-CSF-generierte Makrophagen (Fleetwood, Lawrence et al. 
2007) - einen alternativ aktivierten, sogenannten anti-inflammatorischen, M2-ähnlichen Phä-
notyp, der durch eine hohe Expression von CD206 charakterisiert ist (Abb. 4.5). 
 
 
                                           
 
Abb. 4.5 Expression von M1- und M2-Markern auf M-CSF-generierten Makrophagen. Die Kulturen 
wurden durchflusszytometrisch auf die Expression der kostimulatorischen Moleküle CD86 und CD80, 









-Maus. Repräsentativ für fünf unabhängi-
ge Experimente. 
 
4.2.2. Typ I Interferon-Freisetzung der M-CSF-generierten Makropha-
gen nach Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden 
Zur Untersuchung der Rolle von ADAR1 auf die Typ I IFN-Antwort wurden ADAR1-defiziente 
Makrophagen (ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) (4.2.1) auf die Freisetzung der Typ I IFN, IFNα und IFNβ, 
nach Stimulation mit verschiedenen PRR (pattern-recognition receptor)-Liganden im Vergleich 
zu ADAR1-kompetenten Zellen (ADAR1+/+LysMCre+) analysiert.  
Dazu wurden die Zellüberstände der stimulierten Makrophagen nach 4 h und 20 h geerntet 
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Interleukin 6 (IL6)- und IP10 (IFNγ inducible protein 10, auch als CXCL10 bezeichnet)-Spiegel in 
den Überständen gemessen. 
Als PRR-Liganden wurden wie für die humanen Monozyten beschrieben (4.1.3) LPS, PolyI:C, 
Sendai Virus (SeV) und ein synthetisches, poxvirales dsDNA-Motiv (VACV70mer) eingesetzt.  
Die ADAR1-Defizienz (ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) führte zu einem vollständigen Abbruch der IFNα-
Sekretion nach Infektion bzw. Stimulation mit SeV oder dem VACV70mer (Abb. 4.6 A). Bezüg-
lich der IFNβ-Freisetzung zeigten sich für die TRIF-abhängigen PRR-Liganden LPS und PolyI:C 
erhöhte Konzentrationen in den Überständen der ADAR1-defizienten Kulturen, wohingegen 
nach Infektion bzw. Stimulation mit SeV oder dem VACV70mer eine Reduktion der IFNβ-
Sekretion gemessen wurde (Abb. 4.6 B). 
Die IL6-Induktion war, wie auch für IFNβ zu beobachten, nach Infektion bzw. Stimulation mit 
SeV oder dem VACV70mer reduziert. Nach LPS-Stimulation konnten nach 4 h keine signifikan-
ten Unterschiede bezüglich der IL6-Freisetzung gemessen werden, jedoch wurden in dem hier 
dargestellten Experiment nach 20 h in den Überständen ADAR1-defizienter Zellen reduzierte 
IL6-Spiegel beobachtet (Abb. 4.6 C). In dem überwiegenden Teil der hierzu durchgeführten 
Experimente blieb die IL6-Induktion nach LPS-Stimulation allerdings auch nach 20 h unbeein-
flusst (Daten nicht gezeigt). Somit ist anzunehmen, dass sich im Allgemeinen die ADAR1-
Defizienz nicht auf die LPS-induzierte IL6-Freisetzung auswirkt.  
Die IP10-Sekretion blieb weitgehend unbeeinflusst von der ADAR1-Defizienz (Abb. 4.6 D). 
Insgesamt bestätigen die Daten bezüglich der modulatorischen ADAR1-Effekte auf die Freiset-
zung der Typ I IFN, IFNα und IFNβ aus dem Mausmodell die Ergebnisse aus dem humanen 
Monozyten-Modell (4.1.3). Wie im humanen System, führt die ADAR1-Defizienz zu einer redu-
zierten Freisetzung von IFNα sowie von IFNβ nach TRIF-unabhängiger Stimulation mit SeV 
oder VACV70mer, wobei die ADAR1-Defizienz in murinen Makrophagen im Vergleich zu den 
ADAR1-defizienten humanen Monozyten diesbezüglich einen verstärkten Phänotyp hervor-
rief. Darüber hinaus war die IFNβ-Sekretion in ADAR1-defizienten murinen Makrophagen auch 
nach 20 h noch reduziert, während in ADAR1-defizienten humanen Monozyten die IFNß-
Spiegel zwar zunächst reduziert waren, sich aber nach 12 h an die Spiegel der Kontrollzellen 
anglichen. In beiden Systemen wurde aber nach LPS-Stimulation eine stabile, stark erhöhte 
IFNβ-Sekretion beobachtet.  
Im Gegensatz zu der ADAR1-Defizienz in humanen Monozyten führte diese in murinen Mak-
rophagen allerdings nach Stimulation mit SeV oder VACV70mer zu reduzierten IL6-Spiegeln. 
Die Unterschiede, die sich teilweise zwischen humanem und murinem System ergaben, sind 
möglicherweise auf unterschiedliche Effizienzen der ADAR1-Deletion in den verschiedenen 
Systemen zurückzuführen auf die in 5.1.2 nochmals eingegangen wird. 




































































































































































































































































































- (schwarz) Mäusen wurden mit 
LPS [0,2 µg/ml], PolyI:C (pI:C) [5 µg/ml], Sendai Virus (SeV) [1 MOI] oder poxviralem Vaccinia Virus DNA-
Motiv (VACV70mer mit Lipofektamin komplexiert) [3 µg/ml] für 4 h und 20 h stimuliert. Zytokinspiegel 
von IFNα (A) IFNβ (B) IL6 (C) und IP10 (D) in den Zellüberständen wurden mittels ELISA ermittelt. Reprä-
sentativ für sieben unabhängige Experimente.  
 
 
Da ein Zusammenhang einer ADAR1-Defizienz mit apoptotischen Prozessen beschrieben wur-
de (Wang, Miyakoda et al. 2004; XuFeng, Boyer et al. 2009), wurde nach Stimulation mit LPS 
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kompetenten (ADAR1+/+LysMCre+) M-CSF-generierten Makrophagen in einem MTT-Assay veri-
fiziert (3.4.9). 
Dabei konnten bezüglich der Viabilität keine Unterschiede zwischen ADAR1-defizienten und 
ADAR1-kompetenten Makrophagen festgestellt werden (Abb. 4.7). Dies galt sowohl für Zellen, 
die zur Kontrolle nicht stimuliert wurden als auch für Zellen, die mit den beschriebenen Stimu-
lanzien behandelt wurden.  
Es konnte somit eine vergleichbare Viabilität der Makrophagen unabhängig vom ADAR1-
Status angenommen werden. 
 
Abb. 4.7 MTT-Assay stimulierter 












schwarz) M-CSF- generierte 
Makrophagen wurden mit LPS 
[0, 2 µg/ml] oder Sendai Virus 
(SeV) [1 MOI] für 20 h stimuliert 
bzw. infiziert, oder als Kontrolle 
nicht stimuliert (Ctrl.). Die Viabi-
lität der Zellen wurde mittels 
MTT-Assay bestimmt und die 
gemessenen OD-Werte der un-
stimulierten ADAR1-defizienten 
Makrophagen auf 100% gesetzt. 




4.2.3. ADAR1-Induktion in M-CSF-generierten Makrophagen nach 
Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden 
Wie im vorangegangenen Abschnitt 4.2.2 beschrieben wurde, konnten ADAR1-abhängige, 
modulatorische Effekte auf die Typ I IFN-Freisetzung nach Stimulation mit verschiedenen PRR-
Liganden beobachtet werden. Während eine ADAR1-Defizienz bei TRIF-abhängigen Stimulan-
zien, wie LPS oder PolyI:C, zu einer erhöhten IFNß-Freisetzung führte, kam es nach Infektion 
bzw. Stimulation mit Sendai Virus (SeV) oder dem VACV70mer DNA-Motiv (VACV) zu einer 
stark reduzierten Freisetzung von IFNβ, einhergehend mit einem kompletten Abbruch des 
IFNα-Signals (Abb. 4.6 A, B). Um eine Beteiligung von ADAR1 bei den beschriebenen Stimulati-
onen zu verifizieren, wurde in ADAR1-kompetenten M-CSF-generierten Makrophagen (3.4.2) 
die Induktion von ADAR1 nach Stimulation mit LPS oder Infektion mit SeV mittels Western 
Blot (3.2.4) nachgewiesen. Um den Zeitpunkt der ADAR1-Induktion dabei bestimmen zu kön-
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nen, wurden die Zellen stimuliert, nach 1 h, 4 h und 12 h Zelllysate hergestellt (3.2.1) und die 
ADAR1-Proteinexpression nachgewiesen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (0 h). 
Nach LPS-Stimulation konnte schon nach 4 h eine leichte Induktion sowohl der kurzen (p110) 
als auch der langen (p150) ADAR1-Form beobachtet werden. Die Induktion der langen Form 
dominierte nach 12 h (Abb. 4.8 A). Eine Infektion mit SeV führte erst nach 12 h zu einer star-
ken Induktion beider ADAR1-Formen (p110 und p150). Die dominierende Präsenz der langen 
ADAR1-Form (p150) konnte hier erst nach 20 h (Daten nicht gezeigt) beobachtet werden. 
Generell lässt sich eine Induktion sowohl nach LPS-Stimulation als auch nach SeV-Infektion 
nachweisen. 
 
                                                                                               
              
 
Abb. 4.8 ADAR1-Proteinexpression in M-CSF-generierten Makrophagen nach Stimulation mit LPS oder 
Sendai Virus. M-CSF-generierte Makrophagen wurden mit LPS [1 µg/ml] (A) stimuliert oder mit Sendai 
Virus (SeV) [1 MOI] (B) infiziert. Die ADAR1-Expression wurde in unbehandelten (0 h), 1 h, 4 h und 12 h 
stimulierten bzw. infizierten Zellen mittels Western Blot nachgewiesen. Repräsentativ für zwei unab-
hängige Experimente. 
 
4.2.4. Microarray-Analyse  
Wie zuvor beschrieben konnten ADAR1-abhängige Effekte bezüglich der Typ I IFN-Freisetzung 
nach Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden beobachtet werden (4.2.2). TRIF-abhängige 
Stimulation mit LPS oder PolyI:C führte zu einer erhöhten IFNβ-Freisetzung in ADAR1-
defizienten Makrophagen. Nach Infektion bzw. Stimulation mit Sendai Virus (SeV) oder dem 
VACV70mer DNA-Motiv (VACV70mer) kam es allerdings zu einer stark reduzierten Freisetzung 
von IFNβ und zu einem kompletten Abbruch des IFNα-Signals (Abb. 4.6 A, B). Um Hinweise auf 
einen zugrundeliegenden Mechanismus zu erhalten, sollte im Folgenden ein detaillierterer 
Einblick in Bezug auf veränderte Genexpressionen im Zusammenhang mit der ADAR1-
Defizienz gewonnen werden. Dazu wurden M-CSF generierte ADAR1-defiziente           
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mit LPS oder SeV stimuliert bzw. infiziert oder unbehandelt belassen. Nach 4 h wurde die RNA 
aus diesen Zellen isoliert (3.1.1). Die DNase-verdauten RNA-Proben (3.1.2) wurden im An-
schluss an der „Expression Core Facility“ des Instituts für Medizinische Mikrobiologie, Immu-
nologie und Hygiene an der TU München unter Leitung von Prof. Dr. med. D. H. Busch einer 
Microarray-Analyse unterzogen (3.7).  
Zunächst konnten auch die Microarray-Daten im Fall der LPS-Stimulation eine erhöhte Expres-
sion des IFNβ-Gens zeigen (Abb. 4.9 A), während, wie erwartet, nach Infektion mit SeV eine 
verminderte Expression der IFNα-Gene in ADAR1-defizienten Makrophagen beobachtet wurde 
(Abb. 4.9 B). Somit bestätigten die Microarray-Daten die in Abb. 4.6 beobachteten Effekte auf 



































































































Abb. 4.9 mRNA-Expression der Typ I IFN-Gene. Dargestellt sind die linearen Expressionswerte einiger 









, schwarz)-Makrophagen nach Stimulation mit LPS [0,5 µg/ml] (A) 




Die Expressionswerte aus den Microarray-Daten wurden nach dem Festlegen der „Cut-Offs“ 
für die Expressionswerte selbst und für das Verhältnis zwischen den Expressionswerten bezüg-
lich ADAR1-defizienter und ADAR1-kompetenter Makrophagen in einer „heatmap“ dargestellt 
(3.7 und Abb. 4.10). Die am stärksten regulierten Gene waren in vielen Fällen assoziiert mit 
Funktionen in Bereichen von Zellstoffwechsel (Apoc2, Trf, Slc7a2, Vdr, Sars, Asns), Zellzyklus 
bzw. Proliferation (Wee, S100a8, S100a9 Il15ra, Mad2l1, Ccnb1, Id3, Myc, Akna, Plac8, Ccna2) 
sowie Zellstress und DNA-Reparatur (Tnfsf, Ikzf1, Daxx, Serpina3f, Histon Cluster 1, Nupr1, 
Asf1b, Dusp7, Stk17b, Dusp1, Gadd45a, Ddit3). Ein weiterer Komplex ließ sich aber darüber 
A B 
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hinaus mit IFN-assoziierten Prozessen in Verbindung bringen (Tnfsf10, Mx1, IRF1, Mir155, 
Socs, Ifi47, Rsad2, Ifit2, Mx2, Ifit1, Trim21, Batf2, Igip1, Cxcl11, Irf2bp2, Ly6a, H2-Q6), die v.a. 
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Abb. 4.10 „Heatmap“ der 
meist regulierten Gene in 
ADAR1-defizienten Makro-
phagen nach Stimulation 
mit LPS oder SeV. M-CSF-
generierte Makrophagen 
wurden mit LPS [0,5 µg/ml] 
stimuliert oder mit Sendai 
Virus (SeV) [2 MOI] infiziert 
oder wurden unbehandelt 
belassen (ctrl). Unterschiede 












) wurden nach 4 h 
mittels Microarray analysiert 
und in einer „heatmap“ 
dargestellt. Durch hierarchi-
sches Clustering wurden 
gleichartig regulierte Gene 
zusammengefasst. Blau, in 
ADAR1-defizienten Makro-
phagen herabreguliert; Gelb, 
in ADAR1-defizienten Mak-
rophagen hochreguliert. 
Repräsentativ für ein Expe-
riment. 
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Zur Kontrolle der durchgeführten Microarray-Analysen, wurde eines der am stärksten regu-
lierten Gene zusätzlich auf Proteinebene im Hinblick auf eine Veränderung der Expression 
überprüft. Dabei handelte es sich um das Molekül Sca1, das sowohl in unbehandelten, als 
auch in stimulierten Makrophagen um das 6-10fache erhöht war. Sca1, auch bekannt als 
Ly6A/E, ist ein Mitglied der Ly6-Multigen-Familie. Es wird auf der Zelloberfläche von multipo-
tenten, hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark von Mäusen exprimiert. In der Peri-
pherie weisen C57BL-Mäuse eine relative hohe Anzahl an Sca1-positiven Lymphozyten auf. 
Die Sca1-Expression wird dramatisch durch zelluläre Aktivierung hochreguliert und ist 
Typ I IFN-induzierbar. Neben der Sca1-Expression auf hämatopoetischen Stammzellen ist eine 
Expression noch für T- und B-Zellen beschrieben worden (Holmes and Stanford 2007), jedoch 
gibt es bisher keine Daten oder funktionellen Analysen der Sca1-Expression auf myeloiden 
Zellen, wie z.B. Makrophagen. 
Um die Expression von Sca1 auf Proteinebene zu verifizieren, wurde dieses auf M-CSF-
generierten unbehandelten Makrophagen durchflusszytometrisch (3.5) nachgewiesen. Die im 
Microarray beobachtete drastisch erhöhte Expression von Sca1 auf ADAR1-defizienten Zellen 





                                                                                    
 










gen mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen. Dargestellt ist die Sca1-Färbung in ADAR1-defizienten 
(schwarze Linie) und in ADAR1-kompetenten Makrophagen (schwarze Fläche) im Vergleich zu entspre-
chenden, ungefärbten Zellen (grau schattierte Fläche) und der Färbung mit einer Isotypenkontrolle 
















                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
 84 
4.2.5. Untersuchung der Typ I Interferon-Signalmoleküle 
Die zuvor beschriebene Untersuchung der M-CSF-generierten Makrophagen mittels Microar-
ray-Analyse (4.2.4) gab einen Einblick in ADAR1-abhängig veränderte Genexpressionen auf 
mRNA-Ebene, die wie z.B. im Fall von Sca1 mit einer veränderten Expression auf Proteinebene 
korrelierte (Abb. 4.11). ADAR1 kann, wie in 1.5 beschrieben, aber auch durch Editierung der 
mRNA-Transkripte posttranskriptionell die Genexpression auf Proteinebene verändern, ohne 
dass dies auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden kann. Deshalb ist es erforderlich entspre-
chende Gene auf Proteinebene zu untersuchen. Zur Untersuchung der zugrundeliegenden 
Mechanismen für die beobachteten modulatorischen Eigenschaften von ADAR1 auf die 
Typ I IFN-Induktion und als Erweiterung der Microarray-Analysen (4.2.4) wurden wichtige 
Signalmoleküle innerhalb der Typ I IFN-Induktionskaskade mittels Western Blot (3.2.4) unter-
sucht.  
Dazu wurden ADAR1-defiziente (ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) und ADAR1-kompetente 
(ADAR1+/+LysMCre+) M-CSF-generierte Makrophagen (3.4.2) mit LPS oder Sendai Virus (SeV) 
stimuliert und nach verschiedenen Zeitpunkten Ganzzelllysate hergestellt (3.2.1). In Vorexpe-
rimenten wurden die entsprechenden Zeitpunkte für die Induktion der Signalmoleküle nach 
LPS-Stimulation mit 10 min, 30 min und 1 h Inkubation oder nach SeV Infektion mit 1 h, 4 h, 
12 h und 20 h Inkubation ermittelt.  
Die einzelnen Signalmoleküle innerhalb der Typ I IFN-Signalkaskade wurden in Abschnitt 1.3 
beschrieben. Im Folgenden sind die Ergebnisse aus den Western Blot-Analysen zu den einzel-
nen Signalmolekülen und ihren aktivierten, phosphorylierten Formen dargestellt. Untersucht 
wurden dabei TBK1 (TANK-binding kinase 1), IRF3 (Interferon regulatory factor 3), IRF7 (Inter-
feron regulatory factor 7) sowie STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription).  
Sowohl nach Stimulation mit LPS als auch nach Infektion mit SeV ließ sich eine generell erhöh-
te Expression aller untersuchten Signalmoleküle in den ADAR1-defizienten gegenüber den 
ADAR1-kompetenten Zellen feststellen (Abb. 4.12 und Abb. 4.13). 
Nachstehend werden zunächst die Ergebnisse zur LPS-Stimulation beschrieben (Abb. 4.12). 
Zuerst wurde TBK1 untersucht. TBK1 ist eine IKK (IĸB kinase)-aktivierende Kinase, die eine 
zentrale Rolle in der Aktivierung von IRF3 spielt (Fitzgerald, McWhirter et al. 2003). Eine bei 
Aktivierung entstehende Phosphorylierung in TBK1 an Serin 172 ist wichtig für die Kinase-
Aktivität und damit für die nachfolgende Phosphorylierung von IRF3 (Kishore, Huynh et al. 
2002; McCoy, Carpenter et al. 2008). In ADAR1-defizienten konnte im Gegensatz zu ADAR1-
kompetenten Makrophagen bereits ohne Stimulation (0 h) TBK1 nachgewiesen werden. TBK1 
zeigte die stärkste Expression nach 10 min, war aber auch nach 30 min, 1 h und 4 h Stimulati-
on mit LPS detektierbar. In ADAR1-kompetenten Zellen konnte eine geringe TBK1-Expression 
                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
 85 
nach 30 min und 1 h beobachtet werden, die sich deutlich nach 4 h LPS-Behandlung zeigte. 
Eine Aktivierung von TBK1 in Form der Phosphorylierung war sowohl in ADAR1-defizienten als 
auch in ADAR1-kompetenten Zellen erst nach Stimulation mit LPS zu beobachten, zeigte aber 
abhängig von dem ADAR1-Status Unterschiede im zeitlichen Verlauf. Während bei ADAR1-
Defizienz phosphoryliertes TBK1 (pSer172-TBK1) erst nach 1 h nachweisbar war und dessen 
Expression nach 4 h abflachte, konnte bei Anwesenheit von ADAR1 eine geringe Menge von 
pTBK1 bereits nach 10 min detektiert werden, zeigte ein Maximum nach 30 min und war nach 
1 h nicht mehr nachweisbar. Dabei war die Induktionsspitze von pTBK1 in ADAR1-defizienten 
Makrophagen nach 1 h deutlich ausgeprägter als in ADAR1-kompetenten Zellen nach 30 min. 
Wie erwähnt ist die Aktivierung von TBK1 wichtig für die Aktivierung von IRF3, deswegen 
wurde nachfolgend die Expression von IRF3 und dessen Aktivierung durch Stimulation mit LPS 
untersucht. IRF3 spielt eine Rolle bei der Transkription der IFN-Gene sowie der IFN-
stimulierten Genen (ISGs) (Au, Moore et al. 1995). In unstimulierten Zellen wird IRF3 
konstitutiv exprimiert und verbleibt im Zytoplasma. Die relativen Spiegel der IRF3-mRNA 
verändern sich auch bei Aktivierung der Zelle nicht (Lin, Heylbroeck et al. 1998). Durch 
Phosphorylierungsereignisse innerhalb des IRF3-Proteins kommt es aber zu einer 
Akkumulation von IRF3 im Nukleus, wo es durch Komplexbildung mit anderen Proteinen die 
Expression der IFN-Gene und der ISGs induziert (Kumar, McBride et al. 2000). Die genannten 
Phosphorylierungsereignisse können dabei an verschiedenen Aminosäuren erfolgen. Zum 
einen ist eine spezifische Phosphorylierung an Serin 385 und 386 beschrieben worden 
(Suhara, Yoneyama et al. 2000), zum anderen wurde auch ein alternatives Phosphorylierungs-
cluster von Serin/Threonin zwischen den Positionen 396 und 405 nachgewiesen (Lin, 
Heylbroeck et al. 1998). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aktivierung von IRF3 in Form von 
Phosphorylierung am Serin 396 nachgewiesen. Wie in der Literatur beschrieben, lag IRF3 
unabhängig vom ADAR1-Status konstitutiv vor und die Expressionsstärken veränderten sich 
auch bei Stimulation der Zellen mit LPS nicht. Es zeigte sich jedoch eine deutliche Erhöhung 
der konstitutiven IRF3-Spiegel in ADAR1-defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten 
Zellen. Wie auch schon für pTBK1 beobachtet werden konnte, führte die Stimulation mit LPS 
sowohl in ADAR1-defizienten als auch in ADAR1-kompetenten Zellen zu einer nachweisbaren 
Aktivierung von IRF3 in Form der Phosphorylierung. Aber auch hier zeigten sich abhängig von 
dem vorliegenden ADAR1-Status Unterschiede im zeitlichen Verlauf. Bei ADAR1-Defizienz 
wurde phosphoryliertes IRF3 (pSer396-IRF3), früher als in ADAR1-kompetenten Zellen, bereits 
nach 10 min leicht induziert. Ein deutliches Signal zeigte sich nach 30 min und 1 h und flachte 
nach 4 h ab. Im Gegensatz dazu konnte bei Anwesenheit von ADAR1 ein Signal für pIRF3 erst 
nach 30 min detektiert werden, das nach 1 h und 4 h weiter zunahm. Insgesamt zeigte sich 
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ungeachtet der Unterschiede im zeitlichen Verlauf der IRF3-Aktivierung ein stark erhöhtes 
Signal für pIRF3 in ADAR1-defizienten Zellen. 
Zur Induktion eines normalen Typ I IFN-Profils ist zusätzlich zu IRF3 ein weiterer Faktor, IRF7, 
notwendig (Sato, Suemori et al. 2000). Dieser wird im Gegensatz zu IRF3 nur in geringen Men-
gen konstitutiv exprimiert und bei Aktivierung induziert (Marie, Durbin et al. 1998). Phospho-
rylierungsereignisse, die C-terminal an Serin in verschiedenen Positionen nachgewiesen wur-
den (Lin, Mamane et al. 2000; Yang, Lin et al. 2003; Caillaud, Hovanessian et al. 2005), führen 
schließlich zur Translokation von IRF7 in den Zellkern, wo dieser dann zur Induktion der IFN-
Gene und ISGs beiträgt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aktiviertes IRF7 mit Phosphorylierun-
gen an Serin 471 und 472 nachgewiesen. Grundsätzlich wurden mehrere Transkriptvarianten 
von IRF7 identifiziert, jedoch für diese bisher noch keine funktionelle Bedeutungen beschrie-
ben. Da IRF7 nur eine untergeordnete Rolle bei der LPS-vermittelten IFNβ-Induktion spielt 
(Sakaguchi, Negishi et al. 2003), wurde wie erwartet weder eine Induktion noch eine Phospho-
rylierung (pSer471/472-IRF7) von IRF7 in ADAR1-kompetenten Zellen nach LPS-Stimulation 
beobachtet. Jedoch war die IRF7-Expression in ADAR1-defizienten konstitutiv (0 h) stark er-
höht und stieg nach Stimulation mit LPS sogar noch leicht über einen Zeitraum von 20 h an. 
Eine IRF7-Phosphorylierung blieb trotz erhöhter IRF7-Spiegel aber auch in ADAR1-defizienten 
Makrophagen aus. 
Ein weiteres, zentrales Molekül in der Signalkaskade der Typ I IFN-Antwort stellt STAT1 dar. 
STAT1 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch eine große Anzahl von Liganden aktiviert werden 
kann, aber vor allem wichtig für die Typ I IFN-Rezeptor-vermittelte Signalgebung ist (Durbin, 
Hackenmiller et al. 1996; Meraz, White et al. 1996). STAT1 stellt damit ein wichtiges Element 
in der positiven Rückkopplungsschleife der Typ I IFN-Induktion dar (Marie, Durbin et al. 1998). 
STAT1 kommt in zwei Isoformen vor: STAT1α (91kDa) und einer Spleißvariante STAT1β 
(84kDa) (Schindler, Fu et al. 1992). Für eine maximale STAT1-vermittelte Genaktivierung kann 
STAT1 an zwei Aminosäuren phosphoryliert werden. Zum einen am Tyrosin 701 (pTyr701-
STAT1) und zum anderen am Serin 727 (pSer727-STAT1), das in der Spleißvariante STAT1β 
fehlt. Die Phosphorylierung von STAT1 führt dabei zur Dimerisierung, nukleären Translokation 
und DNA-Bindung an die entsprechenden, responsiven Elemente (Wen, Zhong et al. 1995). In 
ADAR1-defizienten Zellen wurde im Gegensatz zu ADAR1-kompetenten Zellen eine starke, 
konstitutive Expression beider STAT1-Isoformen beobachtet, die durch Stimulation mit LPS 
über den angegebenen Zeitraum von 10 min bis zu 4 h stabil blieb. In ADAR1-kompetenten 
Zellen wurde STAT1 erst durch LPS-Stimulation nach 4 h leicht induziert. Die ADAR1-Defizienz 
führte bereits in unbehandelten Zellen (0 h) zur Phosphorylierung am Tyrosin 701 (pTyr701-
STAT1). Diese konnte in ADAR1-kompetenten Zellen nicht nachgewiesen werden.  
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Abb. 4.12 Expression wichtiger Signalmoleküle der Typ I IFN-Signalkaskade in Makrophagen nach 









) M-CSF-generierte Makrophagen wurden mit LPS [1 µg/ml] stimuliert und Protein-
lysate nach 0 h, 10 min, 30 min, 1 h und 4 h hergestellt. Die Expression von TBK1, IRF3, IRF7, STAT1 
sowie deren aktivierten, phosphorylierten Formen wurden mittels Western Blot nachgewiesen. Der 
Nachweis von Aktin nach dem Strippen der Membran diente als Ladekontrolle. TBK1 und IRF3, pTBK1 
und pIRF3, sowie pIRF7 und pTyr701-STAT1 konnten aufgrund der großen Laufunterschiede in der SDS-
PAGE auf dem gleichen Blot nachgewiesen werden. Dementsprechend sind die Ladekontrollen für die 
Proteine, die auf demselben Blot nachgewiesen wurden, identisch. Repräsentativ für zwei unabhängige 
Experimente. 
 
Diese Phosphorylierung war aber nach Stimulation der ADAR1-defizienten Zellen mit LPS nicht 
mehr detektierbar. Eine weitere Phosphorylierung am Serin 727 (pSer727-STAT1) lag zusätz-
lich verstärkt in unbehandelten ADAR1-defizienten Zellen (0 h) vor, wobei durch Stimulation 
mit LPS nach 10 min erhöhte Spiegel induziert werden konnten. Demgegenüber wurde in 
ADAR1-kompetenten Zellen eine Phosphorylierung am Serin 727 (pSer727-STAT1) erst durch 
Stimulation mit LPS nach 30 min leicht induziert, deren Spiegel aber deutlich unter denen in 
ADAR1-defizienten Zellen blieb. 
Durch die Untersuchung der hier angegebenen Signalmoleküle ließ sich im Vergleich zu 
ADAR1-kompetenten Zellen bereits in unbehandelten (0 h), ADAR1-defizienten Zellen eine 
ausgeprägte Typ I IFN-Signatur feststellen, die überwiegend durch Stimulation mit LPS ver-
stärkt wurde. 
In einem weiteren experimentellen Ansatz wurden ADAR1-defiziente und ADAR1-kompetente 
Makrophagen mit SeV infiziert und die Expression und Aktivierung der angegebenen Signal-
moleküle nach den indizierten Zeitpunkten analysiert. Im folgenden Abschnitt werden die 
entsprechenden Ergebnisse hierzu beschrieben (Abb. 4.13). 
Wie Abb. 4.12 schon zeigte, konnte auch hier in ADAR1-defizienten im Vergleich zu ADAR1-
kompetenten Makrophagen bereits ohne Stimulation (0 h) eine erhöhte TBK1-Expression 
nachgewiesen werden. Die TBK1-Expression blieb nach Infektion mit SeV (1 h, 4 h, 12 h) stabil 
und erhöhte sich leicht nach 20 h. In ADAR1-kompetenten Zellen stieg die TBK1-Expression 
durch Infektion mit SeV nach 1 h deutlich an. Nach 20 h konnten vergleichbare TBK1-Mengen 
in diesen Zellen detektiert werden, wie in ADAR1-defizienten Zellen. Eine Aktivierung von 
TBK1 in Form der Phosphorylierung war sowohl in ADAR1-defizienten, als auch in ADAR1-
kompetenten Zellen erst nach Infektion mit SeV zu beobachten, zeigte aber auch hier, ähnlich 
wie nach LPS-Stimulation (Abb. 4.12) Unterschiede im zeitlichen Verlauf abhängig vom 
ADAR1-Status. Während bei ADAR1-Defizienz phosphoryliertes TBK1 (pSer172-TBK1) nach 1 h 
nachweisbar war, dessen Expression nach 4 h ein Maximum erreichte und schließlich nach 
12 h und 20 h abflachte, konnte bei Anwesenheit von ADAR1 pTBK1 erst nach 4 h induziert 
werden.  
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Abb. 4.13 Expression wichtiger Signalmoleküle der Typ I IFN-Signalkaskade in Makrophagen nach 









) M-CSF-generierte Makrophagen wurden mit Sendai Virus (SeV) [1 MOI] infiziert 
und Proteinlysate nach 0 h, 1 h, 4 h, 12 h und 20 h hergestellt. Die Expression von TBK1, IRF3, IRF7, 
STAT1 sowie deren aktivierten, phosphorylierten Formen wurden mittels Western Blot nachgewiesen. 
Der Nachweis von Aktin nach dem Strippen der Membran diente als Ladekontrolle. TBK1 und IRF3, 
pTBK1 und pIRF3, sowie pIRF7 und pTyr701-STAT1 konnten aufgrund der großen Laufunterschiede in 
der SDS-PAGE auf dem gleichen Blot nachgewiesen werden. Dementsprechend sind die Ladekontrollen 
für die Proteine, die auf demselben Blot nachgewiesen wurden, identisch. Repräsentativ für zwei unab-
hängige Experimente. 
 
Das Signal für pTBK1 blieb in ADAR1-kompetenten Zellen bis zu 12 h stabil, war aber 20 h nach 
Infektion mit SeV nicht mehr detektierbar. Hierbei wurde aber nicht dieselbe Expressionsstär-
ke von pTBK1 erreicht, wie in ADAR1-defizienten Zellen nach 4 h der SeV Infektion beobach-
tet. IRF3 lag unabhängig vom ADAR1-Status konstitutiv vor. Jedoch zeigte sich im unbehandel-
ten Status (0 h) eine deutliche Erhöhung der konstitutiven IRF3-Spiegel in den ADAR1-
defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Zellen. In ADAR1-kompetenten Zellen wur-
den die IRF3-Mengen durch Infektion mit SeV nach 12 h und 20 h auf vergleichbare Spiegel 
induziert. Die Infektion mit SeV führte nach 4 h sowohl in ADAR1-defizienten als auch in 
ADAR1-kompetenten Zellen zu einer nachweisbaren Aktivierung von IRF3 in Form der Phos-
phorylierung (pSer396-IRF3). Bei ADAR1-Defizienz waren jedoch die induzierten pIRF3-Spiegel 
nach 4h deutlich erhöht und flachten erst nach 20 h leicht ab, während in ADAR1-
kompetenten Zellen pIRF3 nach 4 h induziert wurde, die induzierten pIRF3-Spiegel nach 12 h 
ein Maximum erreichten und schließlich nach 20 h wieder abflachten. Somit war für IRF3 bei 
ADAR1-Defizienz eine zeitlich früher einsetzende, verstärkte und länger anhaltende Aktivie-
rung zu beobachten. 
Nach SeV Infektion ließ sich über den zeitlichen Verlauf von 1 h bis zu 20 h sowohl in ADAR1-
defizienten als auch in ADAR1-kompetenten Makrophagen ein Anstieg der IRF7-Mengen be-
obachten, jedoch führte die ADAR1-Defizienz schon in unbehandelten Zellen (0h) zu einem 
konstitutiv höherem Spiegel an IRF7 im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Zellen. Entspre-
chend ging die IRF7-Induktion in diesen Zellen auch zu den einzelnen Zeitpunkten mit einer 
erhöhten IRF7-Expression einher. Bezüglich der Expression der aktivierten, phosphorylierten 
IRF7-Form (pSer471/472-IRF7) konnte in ADAR1-kompetenten Zellen eine Aktivierung detek-
tiert werden, die in den ADAR1-defizienten Zellen trotz der konstitutiv erhöhten IRF7-Spiegel 
abgeschwächt war.  
In ADAR1-defizienten Zellen konnte, wie schon bei LPS-Stimulation beobachtet (Abb. 4.12), 
eine gegenüber ADAR1-kompetenten Zellen deutlich erhöhte konstitutive Expression beider 
STAT1-Isoformen beobachtet werden, die auch nach Infektion mit SeV über den angegebenen 
Zeitraum von 1 h bis 12 h stabil blieb bzw. leicht anstieg. Wesentlich schwächer wurde STAT1 
in den ADAR1-kompetenten Zellen exprimiert, wobei STAT1 nach 4 h leicht induziert wurde 
                                                                                                                                                       ERGEBNISSE 
 91 
und schließlich nach 20 h eine deutliche Expression nachweisbar war. Darüber hinaus führte 
die ADAR1-Defizienz bereits in unbehandelten Zellen (0 h) zur Phosphorylierung am Tyro-
sin 701 (pTyr701-STAT1), die in ADAR1-kompetenten Zellen nicht nachgewiesen werden konn-
te. Die Stärke des pSTAT1-Signals in diesen Zellen nahm jedoch durch Infektion mit SeV ab, bis 
nach 20h kein pTyr701-STAT1 mehr detektierbar war. Eine weitere Phosphorylierung am Se-
rin 727 (pSer727-STAT1) lag verstärkt in unbehandelten (0 h), ADAR1-defizienten Zellen vor, 
wobei durch SeV Infektion nach 4 h zusätzlich erhöhte Spiegel induziert wurden. Demgegen-
über wurde in ADAR1-kompetenten Zellen eine Phosphorylierung am Serin 727 erst durch 
Infektion mit SeV nach 4 h induziert, deren Spiegel aber unter denen in ADAR1-defizienten 
Zellen blieb - wie auch schon nach LPS-Stimulation beobachtet wurde (Abb. 4.12). 
Da erhöhte IFNβ-Spiegel nur nach TLR3- und TLR4-Ligation beobachtet wurden und diese bei-
den TLRs die einzigen sind, die die Signalgebung zur Typ I IFN-Induktion über das Adaptermo-
lekül TRIF steuern wurde zusätzlich zu den bisher gezeigten Signalmolekülen die Proteinex-
pression des Adaptermoleküls TRIF nach Stimulation mit LPS in Makrophagen untersucht 
(Abb. 4.14). Bezüglich der TRIF-Expression zeigten sich dabei allerdings keine Unterschiede 
zwischen ADAR1-defizienten und ADAR1-kompetenten Makrophagen. Über die hier unter-
suchten Zeitpunkte (0 h, 10 min, 30 min, 1 h und 4 h) hinaus wurden in anderen Experimenten 
noch weitere spätere Zeitpunkte bis zu 20 h nach LPS-Stimulation untersucht. Aber auch zu 
diesen Zeitpunkten waren keine Unterschiede bezüglich der TRIF-Proteinexpression nach-















) M-CSF-generierte Makrophagen wurden mit 
LPS [1 µg/ml] stimuliert und Proteinlysate nach 0 h, 10 min, 30 min, 1 h und 4 h hergestellt. Die Prote-
inexpression von TRIF wurde mittels Western Blot nachgewiesen. Der Nachweis von Aktin diente als 
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Durch die Untersuchung der hier angegebenen Signalmoleküle ließ sich im Vergleich zu 
ADAR1-kompetenten Zellen bereits in unbehandelten (0 h), ADAR1-defizienten Zellen eine 
ausgeprägte Typ I IFN-Signatur feststellen. Diese Beobachtung konnte auch nach LPS-
Stimulation gemacht werden (Abb. 4.12), wobei, entsprechend der erhöhten Expression von 
Signalmolekülen innerhalb der Typ I IFN-Signalkaskade, nach LPS Stimulation eine erhöhte 
Freisetzung von IFNβ in ADAR1-defizienten Makrophagen nachgewiesen wurde (Abb. 4.6 B). 
Dagegen kam es nach SeV-Infektion zu einer stark reduzierten Freisetzung von IFNβ. Darüber 
hinaus war eine IFNα-Sekretion in diesem Zusammenhang im Vergleich zu ADAR1-
kompetenten Makrophagen kaum noch detektierbar (Abb. 4.6 A). Da die IRF7-Aktivierung 
einen wichtigen Schritt für ein vollständiges Induktionsprofil aller IFNα-Subtypen darstellt 
(Servant, Tenoever et al. 2002), wird durch die Beobachtung der verminderten Phosphorylie-
rung von IRF7 (p471/472-IRF7) in diesem Zusammenhang eine Reduzierung der IFNα-
Sekretion verständlich. Da aber eine deutlich verstärkte Aktivierung von IRF3 (pSer396-IRF3) in 
ADAR1-defizienten Makrophagen verzeichnet wurde, bleibt die starke Reduzierung der IFNβ-
Freisetzung unverstanden (Abb. 4.6 B).  
Während also auf Ebene der IFNβ-Sekretion eine Stimulation mit LPS oder Infektion mit SeV 
zu deutlich unterschiedlichen Sekretionsprofilen in ADAR1-defizienten Makrophagen führte 
(Abb. 4.6), waren in diesem Zusammenhang überraschenderweise keine großen Unterschiede 
auf Ebene der Signalmoleküle festzustellen: Sowohl nach LPS-Stimulation als auch nach SeV 
Infektion waren diese in ADAR1-defizienten gegenüber ADAR1-kompetenten Zellen erhöht. 
Um zu verstehen, warum trotz der erhöhten Expression entsprechender Signalmoleküle in 
ADAR1-defizienten Makrophagen nach SeV Infektion die Sekretion von IFNβ reduziert war, 
wurde nachfolgend die Translokation der IFN-regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 unter-
sucht. 
4.2.6. IRF3- und IRF7-Translokation 
Wie zuvor beschrieben konnten nach Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden ADAR1-
abhängige Effekte bezüglich der Typ I IFN-Freisetzung in M-CSF-generierten Makrophagen 
beobachtet werden (4.2.2). Während eine ADAR1-Defizienz bei TRIF-abhängigen Stimulanzien, 
wie LPS oder PolyI:C, zu einer erhöhten IFNβ-Freisetzung führte, kam es nach Infektion bzw. 
Stimulation mit Sendai Virus (SeV) oder dem VACV70mer DNA-Motiv (VACV70mer) zu einer 
stark reduzierten Sekretion von IFNβ (Abb. 4.6 B). Eine Untersuchung wichtiger Signalmolekü-
le innerhalb der Typ I IFN-Induktionskaskade, die die beobachteten Effekte bei der Zytoki-
nexpression auf veränderte Expressionsprofile eines oder mehrerer dieser Moleküle zurück-
führen sollte (4.2.5), ergab bereits in unbehandelten (0 h), ADAR1-defizienten Zellen eine aus-
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geprägte Typ I IFN-Signatur. Diese wurde durch Stimulation oder Infektion mit LPS oder SeV 
überwiegend noch verstärkt (Abb. 4.12 und Abb. 4.13). Nach LPS-Stimulation folgte der ver-
stärkten Typ I IFN-Signatur konsequent eine erhöhte IFNβ-Freisetzung, die nach Infektion mit 
SeV einer starken Reduzierung unterlag. Da zentrale Schlüsselmoleküle in der Typ I IFN-
Induktionskaskade durch die IFN-regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 beschrieben werden 
(Servant, Tenoever et al. 2002) und v.a. die Expression und, wie in 4.2.5 beschrieben, die Akti-
vierung von IRF3 in ADAR1-defizienten Makrophagen auch nach SeV Infektion deutlich erhöht 
war, sollte im Folgenden untersucht werden, ob durch die ADAR1-Defizienz Veränderungen in 
der Translokation von IRF3 und/oder IRF7 in den Zellkern verursacht wurden. 
Dazu wurden Immunfluoreszenz-Färbungen gegen IRF3 und IRF7 etabliert (3.6) und die IRF-
Translokation nach LPS-Stimulation oder Infektion mit SeV in ADAR1-defizienten und ADAR1-
kompetente M-CSF-generierten Makrophagen (3.4.2) untersucht. Die Zellen wurden 1 h nach 
LPS-Stimulation bzw. 12 h nach SeV Infektion fixiert und für die Immunfluoreszenz mit einem 
spezifischen Antikörper gegen IRF3 oder IRF7 inkubiert. Die Expression der IRFs wurde mit 
einem Fluoreszenz-gekoppelten, sekundären Antikörper detektiert. Dies führte zu einer roten 
Färbung der IRFs (Abb. 4.15). Die Zellkerne wurden mit DAPI, einem fluoreszierenden, DNA-
bindenden Farbstoff, gegengefärbt und hatten somit eine blaue Erscheinung (Abb. 4.15). Die 
gewählten Zeitpunkte richteten sich nach den im Western Blot gezeigten Induktionsspitzen 
von aktiviertem, phosphoryliertem IRF3 (pSer396-IRF3) nach LPS-Stimulation (Abb. 4.12) so-
wie nach SeV Infektion (Abb. 4.13). Um eine unspezifische Färbung auszuschließen, wurden 
für alle Ansätze Sekundärantikörper-Kontrollen durchgeführt (2. AK). Die hier abgebildeten 2. 
AK-Kontrollen von ADAR1-kompetenten Makrophagen sind repräsentativ für alle durchge-
führten 2. AK-Kontrollen (Abb. 4.15) und sind vollständig im Anhang abgebildet (IV).  
Unstimulierte Kontrollzellen (Ctrl.) zeigten kein Signal für die untersuchten IRFs im Nukleus. 
Wie erwartet konnte nach LPS-Stimulation eine IRF3-Translokation in die Zellkerne ADAR1-
kompetenter Zellen beobachtet werden, angedeutet durch die rote Färbung für IRF3, die sich 
mit der blauen Kernfärbung überlagerte. Diese Translokation war sogar noch effizienter in 
ADAR1-defizienten Makrophagen zu beobachten, im Einklang mit der beobachteten erhöhten 
IFNβ-Freisetzung (Abb. 4.6, B). Die LPS-Stimulation führte weder in ADAR1-kompetenten noch 
in ADAR1-defizienten Zellen zu einem deutlichen IRF7-Signal im Zellkern, entsprechend den 
bisherigen Kenntnissen über eine IRF7-unabhängige Signalgebung nach LPS-Stimulation 
(Sakaguchi, Negishi et al. 2003). 
In ADAR1-kompetenten Zellen konnte nach SeV Infektion eine intensive Translokation von 
IRF3 und IRF7 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu blieb in ADAR1-defizienten Zellen eine 
IRF3-Translokation vollständig aus. 
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generierte Makrophagen wurden mit LPS [1 µg/ml] stimuliert, mit Sendai Virus (SeV) [2 MOI] infiziert 
oder unbehandelt belassen (Ctrl). Die Zellen wurden nach 1 h (LPS) oder 12 h (SeV) fixiert und gefärbt. 
Die Zellen wurden mit einem spezifischen ersten Antikörper gegen IRF3 oder IRF7 inkubiert und über 
einen Fluoreszenz-markierten, sekundären Antikörper detektiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI 
gegengefärbt (blau). Die Immunfluoreszenzen wurden mittels konfokaler Mikroskopie aufgenommen. 
Die entsprechenden Sekundärantikörper-Kontrollen (2.AK) sind repräsentativ anhand ADAR1-
kompetenter Makrophagen dargestellt. Alle 2. AK-Kontrollen sind im Anhang abgebildet (IV). Repräsen-
tativ für drei unabhängige Experimente. 
 
 
Auch die IRF7-Translokation war schwächer, was zum einen als Konsequenz der fehlenden 
IRF3-Translokation in ADAR1-defizienten Zellen verstanden werden kann und zum anderen 
auch durch die verminderte IRF7-Phosphorylierung und damit durch die verminderte IRF7-
Aktivierung verursacht wurde (Abb. 4.13). 
Aufgrund dieser Beobachtungen wird verständlich, warum eine reduzierte IFNβ- und IFNα-
Freisetzung gemessen wurde, obwohl die Expression sowie die Phosphorylierung von IRF3 
nach SeV Infektion verstärkt war. Denn trotz der erhöhten Induktion der verantwortlichen 
Signalmoleküle, fehlte eine entsprechende Translokation von IRF3, die v.a. für die Transkripti-
on des IFNβ-Gens zwingend notwendig ist. 
4.3. ADAR1f7-9/CD11cCre-Maus 
Im nächsten Themenschwerpunkt werden die Ergebnisse zu dem ADAR1f7-9/CD11cCre Maus-
modell (3.3.2) vorgestellt. In diesem Mausmodell kommt es in CD11c-exprimierenden Zellen 
zu einem ADAR1-Knockout. Dazu gehören dendritische Zellen (DCs), natürliche Killerzellen, 
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und einige Lymphozyten (Cabanas and Sanchez-
Madrid 1999). Zum einen sollten dabei die im ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell beobachteten 
modulatorischen Effekte von ADAR1 auf die Typ I IFN-Antwort in Makrophagen (4.2.2) unter 
Verwendung eines weiteren konditionellen ADAR1-Knockout Mausmodells bestätigt werden. 
Zum anderen sollten zusätzlich dendritische Zellen (DCs) auf mögliche ADAR1-abhängige Ef-
fekte untersucht werden. Dabei sollte sich auch herausstellen, ob die bisher beobachteten 
ADAR1-Effekte Makrophagen-spezifisch sind oder ein Zelltyp-übergreifender Phänotyp vor-
liegt. 
Homozygot ADAR1-gefloxte, CD11cCre-positive Mäuse (ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+) dienten dabei 
als Donor für ADAR1-defiziente Zellkulturen. Zellkulturen aus Mäusen, die kein gefloxtes 
ADAR1-Allel trugen, dennoch aber CD11cCre-positiv waren (ADAR1+/+CD11cCre+) wurden als 
ADAR1-kompetente Kontrollen eingesetzt. 
Das Mausmodell und die entsprechende Strategie zur Genotypisierung wurden in 3.3.2 darge-
stellt. 
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4.3.1. Differenzierung verschiedener CD11c-exprimierender Zellpopu-
lationen 
Knochenmarkszellen wurden mittels M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) zu Mak-
rophagen (3.4.2), mittels Flt3L (FMS like tyrosine kinase 3 Ligand) zu plasmazytoiden dendriti-
schen Zellen (3.4.3) sowie mittels GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) 
zu myeloiden dendritischen Zellen (3.4.4) differenziert. Die Ergebnisse dazu werden in einzel-
nen Abschnitten dargestellt. 
Die differenzierten Zellen aus dem Knochenmark homozygot ADAR1-gefloxter, CD11cCre-
positiver (ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+) und als Kontrollen, nicht-gefloxter, CD11cCre-positiver-
Mäuse (ADAR1+/+CD11cCre+) wurden anschließend zur Analyse der immunregulatorischen 
Rolle von ADAR1, wie schon in 4.2.2 beschrieben, bezüglich ihres Zytokinprofils nach Stimula-
tion mit verschiedenen PRR (pattern recognition receptor)-Liganden untersucht (4.3.2). 
4.3.1.1. Differenzierung von Makrophagen 
Die Makrophagen wurden in einer Knochenmarkskultur in vitro mit M-CSF differenziert (3.3.3 
und 3.4.2). Die Differenzierung der Zellen wurde durchflusszytometrisch (3.5) über die Ober-
flächenmoleküle F4/80 und CD11b kontrolliert. Dabei zeigten die Kulturen unabhängig vom 
ADAR1-Status mit 89,4% bzw. 88,9% eine vergleichbare Anreicherung von F4/80- und CD11b-
positiven Makrophagen (Abb. 4.16 B). Durch eine Färbung der Zellen mit TO-PRO-3 wurde 
darüber hinaus eine erhöhte Anzahl toter Zellen in der ADAR1-defizienten Kultur (ADAR1f7-9/f7-
9CD11cCre+) gegenüber der ADAR1-kompetenten Kultur (ADAR1+/+CD11cCre+) ausgeschlossen 
(Abb. 4.16 A). Da der ADAR1-Knockout in diesen Zellen abhängig von der Aktivität des CD11c-
Promotors war, wurde zusätzlich die CD11c-Expression untersucht. Sowohl ADAR1-defiziente 
als auch ADAR1-kompetente Makrophagen waren dabei positiv für CD11c. Somit war die Akti-
vität des Promotors nicht beeinträchtigt (Abb. 4.16 C). 
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Abb. 4.16 Kontrolle der Makrophagendifferenzierung. (A) Die Kulturen wurden über eine Färbung mit 
TO-PRO-3 auf tote Zellen überprüft. (B) Die Differenzierung der Zellen zu Makrophagen wurde durch 
den Nachweis der Oberflächenmoleküle F4/80 und CD11b kontrolliert. (C) Zusätzlich wurde die Expres-
sion von CD11c (CD11c = schwarz schattiert; ungefärbt = grau schattiert) nachgewiesen. Dargestellt sind 









Maus. Repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 
 
4.3.1.2. Differenzierung von plasmazytoiden dendritischen Zellen 
Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) wurden in einer Knochenmarkskultur in vitro mit 
Flt3L differenziert (3.3.3 und 3.4.3). Die Differenzierung der Zellen wurde auch hier durch-
flusszytometrisch (3.5) überprüft. Dazu dienten die Oberflächenmoleküle B220 und CD11c als 
Marker. Die Differenzierung war unbeeinflusst von der ADAR1-Defizienz. Die Zellen zeigten 
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B220- und CD11c-positiven dendritischen Zellen (Abb. 4.17 B). Darüber hinaus konnte durch 
eine Färbung der Zellen mit TO-PRO-3 eine Anreicherung toter Zellen in der ADAR1-
defizienten (ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+) gegenüber der ADAR1-kompetenten Kultur 
(ADAR1+/+CD11cCre+) auch hier ausgeschlossen werden (Abb. 4.17 A).  
 
                                                                         
 
Abb. 4.17 Kontrolle der pDC-Differenzierung. (A) Die Kulturen wurden über eine Färbung mit TO-PRO-3 
auf tote Zellen überprüft. (B) Die Differenzierung der Zellen zu dendritischen Zellen wurde durch den 









-Maus. Repräsentativ für 
vier unabhängige Experimente. 
 
4.3.1.3. Differenzierung von myeloiden dendritischen Zellen 
Entsprechend den zuvor beschriebenen Differenzierungsprotokollen wurden myeloide dendri-
tische Zellen (mDCs) aus Knochenmarkszellen durch Zugabe des Differenzierungs- und Wachs-
tumsfaktors GM-CSF gewonnen (3.3.3 und 3.4.4). 
Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen in vitro Differenzierungen zu Makrophagen 
(4.3.1.1) oder plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) (4.3.1.2), konnten überraschender-
weise nach Kultivierung der Knochenmarkszellen mit GM-CSF in den ADAR1-defizienten Kultu-
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ADAR1-kompetenten Kulturen (ADAR1+/+CD11cCre+) wurde eine für GM-CSF-Kulturen typische 
Ausbeute von bis zu 100% erreicht (Abb. 4.18).  
 
 
Abb. 4.18 Zell-Ausbeute in mDC-Kulturen. 










Kulturen wurden geerntet und die Zellzahl mit-
tels Neubauer-Kammer bestimmt. Abgebildet 
ist der prozentuale Anteil der geernteten Zellen 
in Bezug auf die ausgesäte Zellzahl. Repräsenta-








Die Differenzierung der Zellen wurde durchflusszytometrisch (3.5) über die Oberflächenmole-
küle CD11c und MHCII kontrolliert (Abb. 4.19 B). Dabei zeigten Zellen der ADAR1-
kompetenten Kultur eine mit 76,2% für diese Kultur typische Anreicherung CD11c-positiver 
dendritischer Zellen mit einer niedrigen bis intermediären Expression von MHCII. Nur 3,18% 
der CD11c-positiven Zellen zeigten eine hohe MHCII-Expression. Während zwar ca. 75% der 
verbleibenden Zellen der ADAR1-defizienten Kultur CD11c-positiv waren, zeigten diese aber 
bezüglich MHCII ein verändertes Expressionsprofil. Mit 7,72% war die Population der CD11c-
positiven, hoch-MHCII-exprimierenden Zellen um das Doppelte gegenüber der ADAR1-
kompetenten Kultur erhöht. Während in der ADAR1-kompetenten Kultur zwei CD11c-positive 
Populationen mit niedriger und intermediärer MHCII-Expression voneinander unterschieden 
werden konnten, kam es hier in der ADAR1-defizienten Kultur zu einer Verschiebung der 
MHCII-Expression. In Folge war in der ADAR1-defizienten Kultur nur noch eine Population 
vorhanden, die bezüglich der MHCII-Expression zwischen denen der niedrig- und der interme-
diär-MHCII-exprimierenden Population lag. 
Durch eine Färbung der Zellen mit TO-PRO-3 wurde darüber hinaus der Anteil an toten Zellen 
in der ADAR1-defizienten gegenüber der ADAR1-kompetenten Kultur überprüft. Dabei wurde 
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Abb. 4.19 Kontrolle der mDC-Differenzierung. (A) Die Kulturen wurden über eine Färbung mit            
TO-PRO-3 auf tote Zellen überprüft. (B) Die Differenzierung der Zellen zu dendritischen Zellen wurde 
durch den Nachweis der Oberflächenmoleküle CD11c und MHCII überprüft. Dargestellt sind die Analy-









tiv für zwei unabhängige Experimente. 
 
4.3.2. Typ I Interferon-Freisetzung der differenzierten Zellen nach 
Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden 
Zur Untersuchung der Rolle von ADAR1 auf die Typ I IFN-Antwort im ADAR1f7-9/CD11cCre-
Mausmodell wurden nach Stimulation mit verschiedenen PRR-Liganden sowohl ADAR1-
defiziente Makrophagen (ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+) (4.3.1.1) als auch ADAR1-defiziente plasma-
zytoide dendritische Zellen (pDCs) (ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+) (4.3.1.2) im Vergleich zu ADAR1-
kompetenten Zellen (ADAR1+/+CD11cCre+) im Hinblick auf die Freisetzung der Typ I IFN, IFNα 
und IFNβ, analysiert. ADAR1-defiziente myeloide dendritische Zellen (mDCs) konnten diesbe-
züglich nicht untersucht werden, da wie in 4.3.1.3 beschrieben die ADAR1-Defizienz in diesen 
Kulturen die mDC-Differenzierung verhinderte. 
Für die Analysen der differenzierten Makrophagen und pDCs wurden die Zellüberstände der 
stimulierten Zellen nach 4 h und 20 h geerntet und die enthaltene Menge der Typ I IFN, IFNα 
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Wie auch im ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell (4.2.2) kamen als PRR-Liganden LPS, PolyI:C, 
Sendai Virus (SeV) und ein synthetisches, poxvirales dsDNA-Motiv (VACV70mer) zum Einsatz. 
Wie beschrieben, führt in Makrophagen eine Stimulation mit LPS, als TLR4-Ligand, oder mit 
PolyI:C, als TLR3-Ligand, TRIF-abhängig zur Typ I IFN-Induktion. Dagegen löst eine Infektion mit 
dem Einzelstrang-RNA Virus SeV über die Aktivierung des zytosolischen RIG-I-Rezeptors IPS1-
abhängig die Typ I IFN-Freisetzung aus. Das VACV70mer steuert STING-abhängig die Typ I IFN-
Induktion über die zytosolischen DNA-Sensoren IFI16 und/oder cGAS (Unterholzner, Keating 
et al. 2010; Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 2013). 
Durch die Freisetzung von IFNα, IFNβ, IL6 und IP10 der Makrophagen (Abb. 4.20) wurden die 
Ergebnisse bezüglich der Makrophagen aus dem ADAR1f7-9/LysMCre-Mausmodell bestätigt 
(Abb. 4.6). Auch hier führte die ADAR1-Defizienz (ADAR1f7-9/f7-9LysMCre+) zu einer sehr stark 
reduzierten IFNα-Sekretion sowie zu einer verminderten IFNβ-Freisetzung nach Infektion bzw. 
Stimulation mit SeV oder dem VACV70mer (Abb. 4.20 A, B). Bezüglich der TRIF-vermittelten, 
LPS- sowie PolyI:C-induzierten IFNβ-Freisetzung waren erhöhte Konzentrationen in den Über-
ständen der ADAR1-defizienten Kulturen nachweisbar. Die IL6-Freisetzung zeigte eine Reduk-
tion nach Infektion bzw. Stimulation mit SeV oder VACV70mer, blieb nach Stimulation mit LPS 
jedoch unbeeinflusst von der ADAR1-Defizienz (Abb. 4.20 C). Auch bezüglich der induzierten 
IP10-Spiegel wurden keine ADAR1-abhängigen Effekte beobachtet (Abb. 4.20 D). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die in Abb. 4.6 beobachteten ADAR1-abhängigen Effekte 
auch auf ein anderes Mausmodell übertragen lassen und verifizieren damit die Ergebnisse im 
Hinblick auf einen möglichen Mausstamm-abhängigen Effekt bzw. einen artifiziellen Effekt, 
der auf die für die konditionelle ADAR1-Defizienz benötigte, spezifische Promotoraktivität 
zurückzuführen ist. 
PDCs gelten als klassische Typ I IFN-Produzenten und exprimieren hauptsächlich TLR7 und 
TLR9. Im Gegensatz zu Makrophagen oder mDCs induzieren pDCs die Typ I IFN-Produktion 
über diese Rezeptoren MyD88-abhängig. Somit kann SeV als Einzelstrang-RNA Virus in diesen 
Zellen über die Aktivierung des endosomalen TLR7 zusätzlich zur Aktivierung des zytosolischen 
RIG-I-Rezeptors die Typ I IFN-Induktion steuern. Das VACV70mer wird sowohl von den zytoso-
lischen DNA-Sensoren IFI16 und/oder cGAS als auch vom endosomalen TLR9 erkannt und 
vermittelt dadurch die Typ I IFN-Induktion. Für Flt3L-induzierte pDCs aus Knochenmarkszellen 
wurde außerdem eine geringe Expression von TLR3 und TLR4 nachgewiesen, die für die Ligati-
on mit LPS bzw. PolyI:C verantwortlich ist (Brawand, Fitzpatrick et al. 2002). 
PDCs zeigten, entsprechend ihrer Natur als IFN-Produzenten, nach Infektion bzw. Stimulation 
mit SeV eine hohe Expression der Typ I IFN, IFNα und IFNβ (Abb. 4.21 A, B). Anders als die 
bisher untersuchten Makrophagen (Abb. 4.6 und Abb. 4.20), zeigten pDC aber keine ADAR1-
abhängigen Effekte auf die Typ I IFN-Freisetzung (Abb. 4.21 A, B). Auch die induzierte Sekreti-
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on von IL6 und IP10 war unbeeinflusst von der ADAR1-Defizienz (Abb. 4.21 C, D). Da FLt3L-
induzierte pDCs nur eine geringe Expression von TLR3 und TLR4 zeigen, blieb wie erwartet 

































































































































































































































































































 (schwarz)-Mäusen wurden 
mit LPS [0,2 µg/ml], PolyI:C (pI:C) [5 µg/ml], Sendai Virus (SeV) [1 MOI] oder poxviralem Vaccinia Virus 
DNA-Motiv (VACV70mer mit Lipofektamin komplexiert) [3 µg/ml] für 4 h und 20 h stimuliert. 
Zytokinspiegel von IFNα (A) IFNβ (B) IL6 (C) und IP10 (D) in den Zellüberständen wurden mittels ELISA 































































































































































































































































































 (schwarz)-Mäusen wurden mit LPS [1 µg/ml], 
PolyI:C (pI:C) [5 µg/ml], Sendai Virus (SeV) [1 MOI] oder poxviralem Vaccinia Virus DNA-Motiv 
(VACV70mer mit Lipofektamin komplexiert) [1 µg/ml] für 4 h und 20 h stimuliert. Zytokinspiegel von 
IFNα (A) IFNβ (B) IL6 (C) und IP10 (D) in den Zellüberständen wurden mittels ELISA ermittelt. Repräsen-
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PDCs vermitteln die Induktion von Typ I IFN im Gegensatz zu Makrophagen IRF3-unabhängig 
über IRF7 (Honda, Takaoka et al. 2006; Tamura, Yanai et al. 2008). Somit zeigen diese Ergeb-
nisse, dass die IRF7-induzierte Typ I IFN-Freisetzung ADAR1-unabhängig vermittelt wird (Abb. 
4.21), während spezifisch die IRF3-vermittelte Typ I IFN-Antwort in Makrophagen starken mo-
dulatorischen Einflüssen durch ADAR1 unterliegt (Abb. 4.6, Abb. 4.15 und Abb. 4.20). 
4.3.3. Phänotypische Charakterisierung der 
Knochenmarkszellpopulationen 
Da bei der Differenzierung mittels GM-CSF überraschenderweise ein ADAR1-abhängiger Block 
der Differenzierung zu myeloiden dendritischen Zellen (mDCs, auch als konventionelle DCs 
bezeichnet) festgestellt wurde, sollte die Verteilung verschiedener dendritischer Zellpopulati-
onen im Knochenmark untersucht werden. Dazu wurde in Kooperation mit einer Arbeitsgrup-
pe aus Gießen unter Leitung von Herrn Prof. Hackstein das Knochenmark von                             
ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- sowie von ADAR1+/+CD11cCre+-Mäusen präpariert und durchflusszy-
tometrischen Untersuchungen in Bezug auf die prozentuale Verteilung verschiedener dendri-





















































































































Dargestellt sind hier die prozentualen Verteilungen von plasmazytoiden dendritischen Zellen 
(pDCs) sowie von CD8-CD4+-, CD8+CD4-- und doppelt-negativen dendritischen Zellen (DCs). 
Während pDCs, die als klassische Typ I IFN-Produzenten beschrieben sind, zu den nicht-
konventionellen DCs gehören, sind die CD4- bzw. CD8-einzel-positiven oder doppelt-negativen 
DCs auf einen gemeinsamen lymphoiden Progenitor zurückzuführen und werden den konven-
tionellen DCs zugeordnet. Diese stellen wie die in vitro generierten mDCs (4.3.1.3) hochspezia-
lisierte Antigen-präsentierende Zellen dar (Kushwah and Hu 2011; Merad, Sathe et al. 2013). 
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Die Analyse dieser im Knochenmark vorkommenden DC-Populationen zeigte keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- und ADAR1+/+CD11cCre+-Mäusen (Abb. 
4.22).  
4.3.4. Phänotypische Charakterisierung der peripheren Immunzell-
populationen 
Als Erweiterung der Untersuchung zur Verteilung verschiedener dendritischer 
Zellpopulationen im Knochenmark, bei der keine signifikanten Unterschiede zwischen 
ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- und ADAR1+/+CD11cCre+-Mäusen festgestellt werden konnten (Abb. 
4.22), wurde die Verteilung verschiedener dendritischer Zellpopulationen in der Peripherie 
analysiert. Dazu wurden in der angegebenen Kooperation verschiedene periphere Organe von 
ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- sowie von ADAR1+/+CD11cCre+-Mäusen präpariert und 
durchflusszytometrischen Untersuchungen unterzogen. Im Rahmen dieser Arbeit werden 
diesbezüglich die Ergebnisse zu der Verteilung verschiedener dendritischer Zellpopulationen 













































































Abb. 4.23 DC-Populationen in der Lunge. Die prozentuale Verteilung von plasmazytoiden (pDCs), 
CD103
+
, monozytischen (Mo)- sowie CD11b
+













Neben den klassischen Typ I IFN-produzierenden plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) 
lassen sich in der Lunge, als weitere nicht-konventionelle dendritische Zellpopulationen, 
monozytische dendritische Zellen (MoDcs) sowie von diesen abgeleitete CD11b-positive dend-
ritische Zellen (CD11b+DCs) finden. Konventionelle, Antigen-präsentierende DCs zeichnen sich 
in der Lunge durch die Expression des Oberflächenmoleküls CD103 (CD103+DCs) aus (Kushwah 
and Hu 2011; Hackstein, Wachtendorf et al. 2012; Merad, Sathe et al. 2013). 
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Bezüglich der nicht-konventionellen DCs, hier pDCs, MoDCs sowie den CD11b+DCs, wurden in 
der Lunge keine signifikanten Unterschiede zwischen ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- und 
ADAR1+/+CD11cCre+-Mäusen festgestellt. Dagegen war die in der Lunge vorkommende Popula-
tion konventioneller, CD103-positiver DCs in ADAR1f7-9/f7-9CD11cCre+- im Gegensatz zu 
ADAR1+/+CD11cCre+-Tieren nicht nachweisbar. Diese Beobachtung überträgt den ADAR1-
abhängigen Effekt, der schon für die in vitro Differenzierung der mDCs (cDCs) beobachtet 
wurde (Abb. 4.18), in ein in vivo Modell. 
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5. Diskussion 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten die immunologischen Funktionen des ADAR1-Proteins unter-
sucht werden. Die strukturellen Besonderheiten dieses Proteins, v.a. aber das Vorkommen 
einer IFN-induzierbaren zytoplasmatischen Isoform, exponieren es innerhalb der ADAR-
Familie als potentiellen Regulator immunmodulatorischer Prozesse. Es ist bekannt, dass eine 
ubiquitäre Defizienz im murinen System zu einem embryonal letalen Phänotyp führt. Dieser 
ist assoziiert mit einer erhöhten Typ I IFN-Signatur und massivem Zellsterben (Hartner, 
Schmittwolf et al. 2004; Wang, Miyakoda et al. 2004; Hartner, Walkley et al. 2009). Die zu-
grundeliegenden Mechanismen für die erhöhte Typ I IFN-Signatur konnten jedoch nicht auf-
geklärt werden und auch die Frage, ob das massive Zellsterben eine Konsequenz der erhöhten 
Typ I IFN-Signatur ist oder andere Mechanismen verantwortlich sind, blieb unklar. Außerdem 
beschränkten sich die bisherigen Daten und die beobachteten ADAR1-abhängigen Effekte 
vorwiegend auf die Untersuchungen in hämatopoetischen Stammzellen. Die Rolle von ADAR1 
in differenzierten Immunzellen konnte aufgrund der Notwendigkeit von ADAR1 für das Über-
leben nicht adressiert werden. Eine kürzlich erschienene Studie assoziierte ADAR1-
Mutationen mit dem Aicardi-Goutières-Sydrom, einer Typ I IFN-assoziierten Autoimmuner-
krankung im Menschen, aber auch hier blieben die Mechanismen unklar (Rice, Kasher et al. 
2013). Deshalb ergaben sich in diesem Zusammenhang zwei zentrale Fragestellungen, die im 
Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wurden.  
Die erste Fragestellung konzentrierte sich dabei auf die Untersuchung der modulatorischen 
Rolle von ADAR1 bei der Typ I IFN-Antwort mit Hilfe induzierter ADAR1-defizienter Modelle. 
Diese Modelle gaben zum einen aufgrund der konditionellen Defizienz im murinen System die 
Möglichkeit den ADAR1-abhängigen letalen Phänotyp zu umgehen und zum anderen die 
ADAR1-abhängigen Effekte selektiv in verschiedenen, differenzierten Immunzellen zu unter-
suchen. 
Die zweite Fragestellung beschäftigte sich über das Typ I IFN-Aktivierungspotential hinaus mit 
dem Einfluss von ADAR1 auf die Differenzierung von verschiedenen Immunzellen.  
5.1. Modulatorische Rolle von ADAR1 bei der Typ I Interferon-
Induktion 
Die immunregulatorische Rolle von ADAR1 im Hinblick auf die Typ I IFN-Antwort wurde über 
eine induzierte Defizienz dieses Proteins untersucht. Um die Relevanz der ADAR1-vermittelten 
Effekte im humanen sowie im murinen System zelltypspezifisch zu verifizieren, wurden ver-
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schiedene Testsysteme etabliert. Humane Monozyten mit einer siRNA-vermittelten ADAR1-
Defizienz dienten als Testmodell im humanen System. Es ist bekannt, dass siRNA zur Stimula-
tion des TLR7 führen kann. Aus diesem Grund wurde hier durch die Verwendung einer speziell 
modifizierten, nicht-stimulatorischen siRNA eine Voraktivierung der Zellen verhindert (Hamm, 
Latz et al. 2010). 
Da eine ubiquitäre ADAR1-Defizienz im Mausmodell zu einem embryonal letalen Phänotyp 
führt (Hartner, Schmittwolf et al. 2004; Wang, Miyakoda et al. 2004; Hartner, Walkley et al. 
2009), wurden im murinen System konditionell ADAR1-defiziente Mausstämme auf Basis des 
Cre/loxP-Rekombinationssystems eingesetzt (Sauer and Henderson 1988). Dabei diente der 
ADAR1f7-9/LysMCre-Mausstamm, der in Zellen der myeloiden Reihe ADAR1Exon7-9 deletierte, als 
Donor für M-CSF-generierte Makrophagen aus dem Knochenmark dieser Mäuse. Plasmazytoi-
de dendritische Zellen (pDCs), die sich maßgeblich bezüglich der Signalgebung zur Typ I IFN-
Induktion von Monozyten bzw. Makrophagen unterscheiden, wurden mittels Flt3L aus dem 
Knochenmark von Mäusen des ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausstamms generiert.  
Die Untersuchung der Beteiligung von ADAR1 bei der durch PRRs-ausgelösten Typ I IFN-
Antwort erfolgte zunächst durch die Stimulation und anschließende Analyse der IFNβ- und 
IFNα-Freisetzung von ADAR1-defizienten Zellen im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Kontroll-
zellen. Zudem wurde auch die Zytokinmenge von IL6 sowie IP10 (CXCL10) bestimmt, um eine 
mögliche Beteiligung von ADAR1 auch bei der Induktion pro-inflammatorischer Moleküle zu 
verifizieren. Gleichzeitig wurde bei den M-CSF-generierten Makrophagen aus dem       
ADAR1f7-9/LysMCre-Mausstamm die Viabilität der Zellen mittels MTT-Assay überprüft (Abb. 
4.7). Auf dieser Grundlage konnte zum einen eine von der ADAR1-Defizienz unbeeinflusste 
Viabilität angenommen werden und zum anderen ausgeschlossen werden, dass die beobach-
teten ADAR1-abhängigen Effekte bezüglich der Zytokinausschüttung auf eine veränderte Zell-
viabilität zurückzuführen waren.  
Die Untersuchung der Beteiligung von ADAR1 an der Typ I IFN-Antwort wurde anschließend 
auf die Analyse einzelner beteiligter Signalmoleküle erweitert, um einen Einblick in die zu-
grundeliegenden Mechanismen der ADAR1-abhängigen Veränderungen zu erhalten. 
Um die verschiedenen Signalwege abzudecken, die eine Typ I IFN-Antwort induzieren und sich 
übergeordnet in TRIF-abhängige und TRIF-unabhängige Signalwege einteilen lassen, wurden 
verschiedene PRR-Liganden eingesetzt. Zu den hier eingesetzten und dargestellten Stimuli 
gehörten LPS, PolyI:C, Sendai Virus (SeV) sowie ein poxvirales DNA-Oligomer aus dem Vaccinia 
Virus (VACV70mer).  
Dabei löst LPS, als TLR4-Ligand, und PolyI:C, als TLR3-Ligand, TRIF-abhängig die Typ I IFN-
Antwort aus. Das Einzelstrang-RNA Virus SeV führt über die Aktivierung des zytosolischen RIG-
I-Rezeptors IPS1-abhängig zur Typ I IFN-Freisetzung. Das VACV70mer kann schließlich über die 
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zytosolischen DNA-Sensoren IFI16 und/oder cGAS STING-abhängig die Typ I IFN-Induktion 
steuern (Unterholzner, Keating et al. 2010; Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 2013). 
Im Vergleich der TRIF-abhängigen zur TRIF-unabhängigen Typ I IFN-Induktion zeigten sich 
ADAR1-abhängige modulatorische Effekte, die ADAR1 eine ambivalente Rolle zuwiesen. Bei 
TRIF-abhängiger Signalwegaktivierung agierte ADAR1 als Suppressor, wohingegen sich ADAR1 
als Aktivator bei der TRIF-unabhängigen Typ I-IFN Induktion erwies. Diese ambivalente Eigen-
schaft wird in Abschnitt 5.1.1 und 5.1.2 separat beschrieben und diskutiert. 
Prinzipiell sind bezüglich der Mechanismen einer ADAR1-vermittelten Beteiligung an Signal-
wegen verschiedene Möglichkeiten vorstellbar. Durch Editierung kann in Protein-kodierenden 
Bereichen von Transkripten der Signalmoleküle oder von Signalweg-regulierenden Faktoren 
die Funktion dieser im Sinne einer „gain of function“- oder „loss of function“-Mutation ver-
stärkt oder inhibiert werden, wie es für einige ADAR1-Substrate schon beschrieben wurde 
(Burns, Chu et al. 1997; Werry, Loiacono et al. 2008; Chen, Li et al. 2013). 
Da die Studien der vergangenen Jahre aber eine Häufung der Editierungsereignisse in nicht-
kodierenden Bereichen aufzeigen, sind Mechanismen ADAR1-vermittelter Effekte vor allem in 
diesen Bereichen zu vermuten. Intensiv wurde der Zusammenhang von ADAR1 und der  miR-
NA-Prozessierung beleuchtet. Ota, et al zeigten, dass die Bildung des ADAR1/Dicer-
Heterodimers erst die Bildung des RNA-induzierten Silencing Komplexes (RISC) ermöglicht 
(Ota, Sakurai et al. 2013). Zuvor wurde dahingegen eine antagonistische Wirkung auf miRNA-
vermittelte RNAi-Prozesse beschrieben, die durch die verminderte Prozessierung hypereditier-
ter miRNAs und deren Abbau hervorgerufen wird (Scadden and Smith 2001; Kawahara, 
Zinshteyn et al. 2007; Iizasa, Wulff et al. 2010). Im Sinne einer agonistischen oder antagonisti-
schen Wirkung von ADAR1 auf die RNAi ist es denkbar, dass ADAR1 das „Silencing“ bestimm-
ter Signalmoleküle oder deren Regulatoren induziert bzw. fördert oder inhibiert. Dies kann zur 
verminderten oder verstärkten Aktivität der entsprechenden Moleküle führen. ADAR1-
vermittelte Editierungsereignisse innerhalb der miRNA-Sequenz selbst können darüber hinaus 
zur Rekodierung der miRNA-Zielsequenz führen und damit die „Silencing“-Kapazität für einige 
Zielsequenzen beeinflussen (Kawahara, Zinshteyn et al. 2007). 
Zudem können Editierungsereignisse in Spleiß-Sequenzen zur Deletion von Donor- oder Ak-
zeptorstellen führen und somit Proteinvarianten mit veränderten Funktionen generieren. 
Solche Veränderungen sind auch für die Signalmoleküle innerhalb der Typ I IFN-
Induktionskaskade denkbar. 
Über die bisher beschriebenen Editierungs-abhängigen Mechanismen hinaus, ist eine Modifi-
kation der Funktion entsprechender Signalmoleküle über Protein-Protein-Interaktionen von 
ADAR1 mit dem jeweiligen Molekül vorstellbar. Die verantwortlichen Domänen in ADAR1 für 
diese Protein-Protein-Interaktionen konnten bisher nicht eindeutig beschrieben werden. Dis-
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kutiert wird hier sowohl eine Abhängigkeit von der nicht-DNA-bindenden Zβ-Domäne als auch 
von den dsRNA-Bindedomänen (Barraud and Allain 2011). Ein solcher über Protein-Protein-
Interaktion-vermittelter Editierungs-unabhängiger Mechanismus, wurde erst kürzlich für die 
Dicer-Funktionalität und der damit verbundenen miRNA-Prozesssierung gezeigt (Ota, Sakurai 
et al. 2013).  
5.1.1. ADAR1 als Typ I Interferon-Suppressor 
Die Stimulation der humanen Monozyten (Abb. 4.3) sowie der murinen M-CSF-generierten 
Makrophagen (Abb. 4.6 und Abb. 4.20) mit LPS als TLR4-Ligand oder PolyI:C als TLR3-Ligand 
führte in ADAR1-defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Zellen zu einer stark 
erhöhten IFNβ-Ausschüttung. Sowohl die TLR4- als auch die TLR3-vermittelte Typ I IFN-
Antwort ist abhängig von dem Adaptermolekül TRIF (Hoebe, Du et al. 2003). Das 
Adaptermolekül TRIF assoziiert nach erfolgter Rezeptor-Ligation über TRAF3 mit TBK1 und 
führt zur Aktivierung von IRF3. Hierbei wird durch TLR4-Ligation hauptsächlich IRF3 induziert, 
während nach TLR3-Ligation zunächst IRF3 und dann auch IRF7 eine Rolle bei der Typ I-IFN-
Antwort spielt. Entsprechend ist bei der TLR4-vermittelten Typ I IFN-Induktion hauptsächlich 
eine Ausschüttung von IFNβ zu beobachten, da für die Expression des vollständigen IFNα-
Profils die Aktivierung von IRF7 notwendig ist (Servant, Tenoever et al. 2002). Für PolyI:C, das 
hier als TLR3-Ligand eingesetzt wurde, ist zwar auch eine Erkennung durch die 
zytoplasmatischen Rezeptoren MDA5 und RIG-I beschrieben (Kato, Takeuchi et al. 2006; Kato, 
Takeuchi et al. 2008), aber es ist bekannt, dass nicht in die Zelle transferiertes PolyI:C (ohne 
Transfektionsreagenz) ausschließlich zur TLR3-Aktivierung führt. Da auch hier PolyI:C ohne 
Transfektionsreagenz eingesetzt wurde, kann eine reine TRIF-abhängige PolyI:C-vermittelte 
TLR3-Aktivierung in dem hier angewandten Stimulationsansatz angenommen werden 
(Alexopoulou, Holt et al. 2001; Matsumoto, Kikkawa et al. 2002). Die nach TRIF-abhängiger 
Stimulation erhöhten IFNβ-Spiegel wurden bei humanen Monozyten und auch bei M-CSF-
generierten Makrophagen aus dem CD11c-abhängig ADAR1-defizienten sowie aus dem 
LysMCre-abhängig ADAR1-defizienten Mausstamm beobachtet. Dies verifizierte zum einen die 
Übertragbarkeit des beobachteten ADAR1-abhängigen Effekts von der Maus auf den 
Menschen und zum anderen validiert es das Ergebnis im Mausmodell in Hinblick auf einen 
möglichen Mausstamm-abhängigen Effekt bzw. einen artifiziellen Effekt, der auf die für die 
konditionelle ADAR1-Defizienz benötigte Promotoraktivität zurückzuführen ist. 
Da es in Abwesenheit von ADAR1 zu einer erhöhten IFNβ-Freisetzung kam, lassen diese Daten 
eine inhibitorische Rolle von ADAR1 auf die TRIF-abhängige Typ I IFN-Induktion vermuten. 
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Eine ADAR1-vermittelte Inhibition der TLR4-Signalgebung kann als Beitrag zur LPS-Toleranz 
verstanden werden. Die LPS-Toleranz beruht auf der negativen Regulation des TLR-Signalwegs 
zur Vermeidung überschießender Immunreaktionen, wie des Endotoxinschocks, und wurde 
zuvor schon in Makrophagen beschrieben (Ziegler-Heitbrock 1995). Bezüglich der Inhibition 
des TRIF-Signalwegs wurde SARM (sterile alpha and HEAT-Armadillo motifs) als TIR-Domänen-
Adaptermolekül identifiziert (Carty, Goodbody et al. 2006). Weitere inhibitorische Effekte auf 
die TRIF-Aktivität wurden für SHP-2 (src homology2 domain containing protein tyrosine phos-
phatase), eine weitläufig exprimierte zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatase, sowie für 
ADAM15 (a disintegrin and metallopeptidase domain 15), eine Disintegrin-Metalloprotease, 
die zur proteolytischen Degradation von TRIF führt, beschrieben (An, Zhao et al. 2006; Ahmed, 
Maratha et al. 2013). Denkbar ist, dass ADAR1 zur Hypereditierung einer gegen SARM oder 
andere Regulatoren gerichteten miRNA führt und dadurch die Degradation der miRNA bewirkt 
oder die Zielsequenz der miRNA verändert und damit die Expression und Funktionsfähigkeit 
der SARM-Moleküle gewährleistet. Fehlt eine solche ADAR1-Funktion werden die inhibitori-
schen Moleküle (z.B. SARM) durch RNAi-Mechanismen degradiert, so dass ein verstärktes 
Zytokinsignal die Folge ist, wie für die LPS-abhängige IFN-Antwort in den ADAR1-defizienten 
Monozyten bzw. Makrophagen gezeigt. Um zu überprüfen, ob es in Abhängigkeit von ADAR1 
zu Unterschieden in der TRIF-Expressionsstärke kommt wurden Western Blot-Analysen durch-
geführt. Dabei konnten jedoch gleichwertige Expressionsstärken zwischen ADAR1-defizienten 
und ADAR1-kompetenten Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 4.14), so dass eine ver-
stärkte TRIF-abhängige IFNβ-Antwort aufgrund erhöhter TRIF-Expression ausgeschlossen wer-
den kann. Darüber hinaus könnte ADAR1 die TRIF-pre-mRNA selbst durch Editierung regulie-
rend modifizieren, womit eine fehlende Editierung bei ADAR1-Defizienz zu einer Veränderung 
in diesem Bereich führt. In diesem Kontext kann durch Veränderungen in bestimmten Domä-
nen des TRIF-Moleküls, die Assoziation von TRIF mit dem für die IFNβ-Induktion notwendigen 
Signal-weiterleitenden Molekül TRAF3 verstärkt und somit eine gesteigerte IFN-Freisetzung 
induziert werden. Tatsächlich wurden durch eine entsprechende Software („Inosine Predict, 
University of Utah School of Medicine) mehrere Editierungspositionen innerhalb der TRIF-
Sequenz vorhergesagt, von denen einige zu einer Rekodierung der Aminosäuresequenz füh-
ren. Eine Editierung dieser Positionen konnte im Rahmen dieser Arbeit in vitro nicht eindeutig 
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise ist TRIF zwar ubiquitär expri-
miert, zeigt die stärkste Expression aber in der Leber (Yamamoto, Sato et al. 2002). Das massi-
ve Zellsterben im ADAR1-defizienten Mausmodell betraf neben den Stammzellen auch ver-
stärkt Hepatozyten (Hartner, Schmittwolf et al. 2004; Wang, Miyakoda et al. 2004; Hartner, 
Walkley et al. 2009). Es ist bekannt, dass die TRIF-Aktivität apoptotische Prozesse induzieren 
kann (Kaiser and Offermann 2005). In diesem Zusammenhang könnte eine durch ADAR1-
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Defizienz vermittelte erhöhte TRIF-Aktivität die Apoptose v.a. in den stark TRIF-
exprimierenden Hepatozyten einleiten. 
Neben der Typ I IFN-Induktion wurde die Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine IL6 
und IP10 (nur im murinen System) gemessen. Sowohl die IL6-Freisetzung humaner (Abb. 4.3) 
sowie muriner Monozyten bzw. Makrophagen als auch die IP10-Sekretion muriner Zellen 
(Abb. 4.6 und Abb. 4.20) nach LPS- oder PolyI:C-Stimulation war weitgehend unbeeinflusst von 
der ADAR1-Defizienz, wobei nur LPS effizient die IL6-Sekretion induzierte. Der LPS-Rezeptor 
TLR4 ist im Gegensatz zu dem strikt TRIF-abhängigen TLR3 in der Lage neben dem Adaptermo-
lekül TRIF zusätzlich mit MyD88 zu assoziieren und kann damit NF-ĸB-abhängig eine starke IL6-
Freisetzung induzieren (1.2.2.2). Dementsprechend war zu erwarten, dass lediglich LPS ge-
genüber PolyI:C eine effiziente IL6-Antwort induziert.  
Insgesamt verifiziert diese Beobachtung einen ADAR1-abhängigen, TRIF-vermittelten Effekt, 
der sich spezifisch auf die Typ I IFN-Induktion auswirkt. Die Typ I IFN-Induktion wird haupt-
sächlich über die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 gesteuert (Sato, Suemori et al. 2000). 
Dagegen weisen die Promotoren für das IL6- und IP10-Gen Bindestellen für eine ganze Reihe 
von Transkriptionsfaktoren auf, die zusammen durch zusätzliches bzw. synergistisches Binden 
die Transkription dieser Gene treiben. Die Aktivierung der IL6-Genexpression durch NF-ĸB ist 
wahrscheinlich der wichtigste Signalweg. Für ein Maximum der IL6-Induktion sind aber weite-
re Faktoren notwendig, wie AP1 (activator protein 1), CREB (cyclic AMP-responsive element-
binding protein), C/EBP (CAAT enhancer binding protein) und NF-IL6 (nuclear factor IL6) (Aki-
ra, Isshiki et al. 1992; Matsusaka, Fujikawa et al. 1993; Keller, Wanagat et al. 1996; Koj 1996). 
Der IP10-Genpromotor wird neben dem Transkriptionsfaktor IRF3 durch NF-ĸB, AP-1, C/EBP 
und CREB gesteuert (Tamassia, Calzetti et al. 2007; Brownell, Wagoner et al. 2013). Zusätzlich 
kann die IP10-Transkription aufgrund von vorhandenen ISRE-Promotorelementen auch durch 
den IFN-Signalweg STAT1-vermittelt verstärkt werden (Guo, Li et al. 2006). Im Gegensatz dazu 
werden die stark ADAR1-abhängigen Typ I IFN-Signale hauptsächlich von IRF3 und IRF7 ge-
steuert, was auf eine modulatorische ADAR1-Wirkung auf diese Transkriptionsfaktoren hin 
deutet. Dabei muss ADAR1 nicht direkt die Funktion von IRF3 oder IRF7 beeinflussen. Denkbar 
ist auch ein ADAR1-Einfluss auf andere Signalmoleküle, die sich im Signalweg aufwärts von 
IRF3 oder IRF7 befinden. 
Um umfassende Einblicke in Bezug auf potentiell veränderte Genexpressionen im Zusammen-
hang mit einer ADAR1-Defizienz zu gewinnen, wurden Microarray-Analysen von ADAR1-
defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Makrophagen durchgeführt (4.2.4). Diese 
sollten Hinweise auf einen zugrundeliegenden Mechanismus für die ADAR1-vermittelte erhöh-
te IFNβ-Freisetzung nach TRIF-abhängiger Stimulation geben. Die Microarray-Daten belegten 
die im ELISA gemessene erhöhte IFNβ-Induktion auch auf mRNA-Ebene (Abb. 4.9). Die Expres-
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sionswerte aus den Microarray-Daten wurden nach dem Setzen der „Cut-Offs“ für die Expres-
sionswerte selbst und für das Verhältnis zwischen den Expressionswerten bezüglich ADAR1-
defizienter und ADAR1-kompetenter Makrophagen in einer „heatmap“ dargestellt (3.7 und 
Abb. 4.10). Die am stärksten regulierten Gene waren in vielen Fällen assoziiert mit Funktionen 
in Bereichen von Zellstoffwechsel (Apoc2, Trf, Slc7a2, Vdr, Sars, Asns), Zellzyklus und Prolifera-
tion (Wee, S100a8, S100a9 Il15ra, Mad2l1, Ccnb1, Id3, Myc, Akna, Plac8, Ccna2) sowie Zell-
stresses bzw. DNA-Reparatur (Tnfsf, Ikzf1, Daxx, Serpina3f, Histon Cluster 1, Nupr1, Asf1b, 
Dusp7, Stk17b, Dusp1, Gadd45a, Ddit3). Ein weiterer Komplex ließ sich darüber hinaus mit 
IFN-assoziierten Prozessen in Verbindung bringen (Tnfsf10, Mx1, IRF1, Mir155, Socs, Ifi47, 
Rsad2, Ifit2, Mx2, Ifit1, Trim21, Batf2, Igip1, Cxcl11, Irf2bp2, Ly6a, H2-Q6), die einer starken 
ADAR1-abhängigen Regulation vor allem nach TRIF-unabhängiger SeV Infektion unterlagen 
und damit im nächsten Abschnitt diskutiert werden (5.1.2). Unter den in Abhängigkeit von der 
ADAR1-Defizienz am stärksten hochregulierten Genen, in unbehandelten sowie stimulierten 
Makrophagen befand sich das Molekül Ly6a (Sca1, stem cell antigen 1). Die erhöhte Sca1-
Expression konnte auch auf Proteinebene durchflusszytometrisch bestätigt werden (Abb. 
4.11) und validiert damit die Microarray-Daten. Sca1 ist ein Mitglied der Ly6-Multigen-Familie 
und wird auf der Zelloberfläche von multipotenten, hämatopoetischen Stammzellen im Kno-
chenmark von Mäusen exprimiert. In der Peripherie weisen C57BL-Mäuse eine relative hohe 
Anzahl Sca1-positiver Lymphozyten auf. Die Sca1-Expression wird dramatisch durch zelluläre 
Aktivierung hochreguliert und ist Typ I IFN-induzierbar (Holmes and Stanford 2007). Interes-
santerweise wurde für dieses Molekül auch eine stark erhöhte Expression auf hämatopoe-
tischen Stammzellen im ADAR1-Knockout Mausmodell beschrieben (Hartner, Walkley et al. 
2009). Neben der Sca1-Expression auf hämatopoetischen Stammzellen ist eine Expression für 
T- und B Zellen beschrieben worden (Holmes and Stanford 2007). Es gibt jedoch bisher keine 
Daten oder funktionellen Analysen der Sca1-Expression auf myeloiden Zellen, wie z.B. Makro-
phagen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass im Sinne einer IFN-
Induzierbarkeit auch unabhängig von der ADAR1-Defizienz eine Sca1-Expression auf wildtyp 
Makrophagen durch Stimulation mit dem VACV70mer nachweisbar ist (Daten nicht gezeigt). 
Trotz der fehlenden funktionellen Assoziation einer Sca1-Expression, zeigt die erhöhte Expres-
sion einerseits einen Mausmodell- und Zell-übergreifenden ADAR1-abhängigen Phänotyp und 
zum anderen weist es auf eine konstitutive IFN-Signatur in den ADAR1-defizienten Zellen hin. 
Unerwartet befanden sich aber unter den abgebildeten, in Abhängigkeit von ADAR1-
regulierten Genen keine Moleküle, wie z.B. Signalmoleküle, die eine direkte Assoziation der 
ADAR1-Defizienz mit der beobachteten erhöhten IFNβ-Freisetzung darstellen würden. 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte für die Microarray-Analyse nur ein Zeitpunkt (4 h) 
nach LPS-Stimulation analysiert werden und somit ist es denkbar, dass der hier gewählte Zeit-
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punkt im Kontext der LPS-Stimulation nicht im entsprechenden Zeitfenster für potentielle, 
transkriptionelle Veränderungen liegt. Darüber hinaus kann eine solche Untersuchung einen 
Einblick in ADAR1-abhängige, veränderte Genexpressionen auf mRNA-Ebene geben, die wie 
z.B. im Fall von Sca1 auch mit einer veränderten Expression auf Proteinebene korrelierte. Da-
mit ist jedoch eine Aussage bezüglich Veränderungen im Bereich posttranslationaler Modifika-
tionen bestimmter Moleküle nicht möglich. Posttranslationale Modifikationen kommen aber 
gerade in Bezug auf Signalmoleküle besonders häufig als Phosphorylierungen vor und spiegeln 
eine Aktivierung dieser wider. Zudem kann ADAR1, wie in 1.5 beschrieben, auch durch Editie-
rung der mRNA-Transkripte posttranskriptionell die Genexpression auf Translationsebene 
verändern, ohne dass sich diese Veränderungen auf mRNA-Ebene nachweisen lassen. Deshalb 
ist es erforderlich die Expression entsprechender Gene auf Proteinebene zu untersuchen. 
Zur Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen für die beobachteten modulatori-
schen Eigenschaften von ADAR1 auf die Typ I IFN-Induktion und als Erweiterung der Microar-
ray-Analysen wurden in einer Kinetik wichtige Signalmoleküle innerhalb der Typ I IFN-
Induktionskaskade (1.3) mittels Western Blot untersucht (4.2.5). Zu den untersuchten Signal-
molekülen gehörten dabei TBK1, IRF3, IRF7, STAT1 sowie die entsprechenden aktivierten, 
phosphorylierten Formen. Die Western Blot-Analysen zeigten in ADAR1-defizienten Zellen 
eine konstitutiv erhöhte Expression vieler dieser Signalmoleküle, die durch Stimulation mit LPS 
überwiegend noch verstärkt wurde (Abb. 4.12). Damit wiesen die ADAR1-defizienten Makro-
phagen, wie schon durch die erhöhte Expression des IFN-induzierbaren Sca1-Moleküls gezeigt, 
eine ausgeprägte Typ I IFN-Signatur auf. Auch durch Untersuchungen in dem embryonal leta-
len ADAR1-Knockout-Mausmodell wurde eine solche Signatur angedeutet (Hartner, Walkley 
et al. 2009). Darüber hinaus wurde kürzlich auch ein Zusammenhang einer ADAR1-Defizienz 
im Menschen und einer erhöhten IFN-Signatur gezeigt. Das Aicardi-Goutières-Syndrom (AGS), 
eine schwere Autoimmunerkrankung, ist charakterisiert durch eine erhöhte Produktion der 
Typ I IFN-Produktion und wird unter anderem durch Mutationen im ADAR1-Gen hervorgeru-
fen. V.a. die erhöhten Spiegel an phosphoryliertem TBK1 und dementsprechend die erhöhten 
Spiegel an phosphoryliertem IRF3, das nach Dimerisierung als zentraler Transkriptionsfaktor 
die LPS-vermittelte IFNβ-Induktion treibt (Sakaguchi, Negishi et al. 2003), bringen konsistent 
die in ADAR1-defizienten Makrophagen beobachtete erhöhte IFNβ-Sekretion nach LPS-
Stimulation in den Kontext einer verstärkten Signalgebung. Da bei der LPS-vermittelten IFNβ-
Induktion IRF7, ein weiterer Transkriptionsfaktor für eine effiziente Typ I IFN-Induktion, nur 
eine untergeordnete Rolle spielt (Sakaguchi, Negishi et al. 2003), war zu erwarten, dass weder 
eine Induktion noch Phosphorylierung von IRF7 in ADAR1-kompetenten Zellen nach LPS-
Stimulation zu beobachten ist. Die IRF7-Phosphorylierung blieb trotz erhöhter IRF7-Spiegel 
auch in ADAR1-defizienten Makrophagen nach LPS-Stimulation aus.  
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Zentrale Schlüsselmoleküle in der Typ I IFN-Induktionskaskade sind durch die IFN-
regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 dargestellt (Servant, Tenoever et al. 2002). Da v.a. die 
Expression und Aktivierung von IRF3 in ADAR1-defizienten Makrophagen sowohl nach TRIF-
abhängiger Stimulation mit LPS als auch, wie im folgenden Abschnitt noch ausführlich disku-
tiert (5.1.2), nach TRIF-unabhängiger Stimulation mit SeV, deutlich erhöht war, wurde an-
schließend die Translokation dieser IRFs in den Nukleus nach Stimulation mit LPS oder SeV 
(diskutiert in 5.1.2) untersucht. Dazu wurden ADAR1-defiziente und im Vergleich dazu ADAR1-
kompetente Makrophagen mit LPS stimuliert, nach 1 h fixiert und gegen IRF3 und IRF7 gefärbt 
(4.2.6 und Abb. 4.15). Der gewählte Zeitpunkt richtete sich dabei nach der im Western Blot 
aufgezeigten Induktionsspitze von aktiviertem, phosphoryliertem IRF3 nach LPS-Stimulation 
(Abb. 4.12). Wie erwartet, konnte in ADAR1-kompetenten Zellen eine Translokation von IRF3 
in den Zellkern detektiert werden. Diese war verstärkt in ADAR1-defizienten Makrophagen zu 
erkennen, entsprechend der erhöhten IFNβ-Sekretion. Die LPS-Stimulation bewirkte nur ein 
sehr schwaches IRF7-Signal im Nukleus ADAR1-kompetenter sowie ADAR1-defizienter Zellen, 
was zum einen mit der ausbleibenden Phosphorylierung bzw. Aktivierung von IRF7 nach LPS-
Stimulation (Abb. 4.12) korreliert und zum anderen konsistent mit der IRF3 und nicht IRF7-
vermittelten IFNβ-Induktion nach LPS-Stimulation ist (Sakaguchi, Negishi et al. 2003). Das ver-
stärkte IRF3-Signal kann auf eine erhöhte Translationsrate für dieses Molekül, aber auch auf 
Veränderungen in Regulationsmechanismen für die IRF3-Homöostase zurückzuführen sein. 
IRF3 wird konstitutiv exprimiert und wandert auch im „Steady State“ beständig zwischen Zy-
toplasma und Nukleus hin und her. Eine entsprechende Aktivierung führt dann zur nukleären 
Retention von IRF3, wobei die IRF3-Aktivität im Zellkern durch den Export des IRF3-Moleküls 
und anschließendem proteosomalem Abbau limitiert wird (Lin, Heylbroeck et al. 1998; Ser-
vant, Tenoever et al. 2002). Durch ADAR1-Defizienz-bedingte Veränderungen in diesen Pro-
zessen, können hier zu einem verstärkten IRF3-Signal beitragen.  
Somit lässt sich zusammenfassend für ADAR1 im humanen sowie im murinen System eine 
Rolle als Suppressor der TRIF-abhängigen Typ I IFN-Produktion beschreiben. Im Falle einer 
ADAR1-Defizienz führt dies zu einer erhöhten Typ I IFN-Signatur. Dabei kommt es zur Expres-
sion der entsprechenden Signalmoleküle sowie verstärkter Aktivierung dieser nach Stimulati-
on. Dies wiederum führt zu einer verstärkten IRF3-Translokation.  
Um einen weiteren Zelltyp zu analysieren, wurden auch Flt3L-induzierte pDCs dem in 5.1 be-
schriebenen Stimulationsansatz unterzogen (4.3.2). Da für in vitro differenzierte pDCs nur eine 
geringe Expression von TLR3, TLR4 und TRIF nachgewiesen wurde (Brawand, Fitzpatrick et al. 
2002), konnte in diesem Fall keine TRIF-abhängige Typ I IFN-Induktion detektiert und somit 
auch kein TRIF-abhängiger ADAR1-Einfluss verifiziert werden (Abb. 4.21). 
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5.1.2. ADAR1 als Typ I Interferon-Aktivator 
Die Stimulation der humanen Monozyten (Abb. 4.3) sowie der murinen M-CSF-generierten 
Makrophagen (Abb. 4.6 und Abb. 4.20) mit SeV oder mit dem VACV70mer führte in ADAR1-
defizienten Zellen im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Zellen zu einer stark reduzierten IFNα- 
und IFNβ-Antwort. Im Gegensatz zu LPS als TRL4-Ligand und PolyI:C als TLR3-Ligand, die TRIF-
vermittelt die Typ I IFN-Antwort auslösen (5.1.1) induzieren SeV und das VACV70mer die 
Typ I IFN-Freisetzung unabhängig von dem Adaptermolekül TRIF. Das Einzelstrang-RNA Virus 
SeV führt hauptsächlich über die Aktivierung des zytosolischen RIG-I-Rezeptors IPS1-abhängig 
zur Typ I IFN-Freisetzung (Elco, Guenther et al. 2005; Kato, Takeuchi et al. 2006; Strahle, 
Garcin et al. 2006). Das Adaptermolekül IPS1 assoziiert nach erfolgter Rezeptor-Ligation über 
TRAF3 mit den Kinasen TBK1 und IKKi. Dabei werden TBK1-abhängig IRF3 und IRF7 und die 
anschließende Transkription der Typ I IFN aktiviert. IKKi-abhängig wird über NF-κB die IL6-
Produktion induziert (Akira 2009; Kumar, Kawai et al. 2011). Das Lipofektamin-komplexierte 
VACV70mer aktiviert die zytosolischen DNA-Sensoren IFI16 und/oder cGAS und führt STING-
abhängig über die Aktivierung von TBK1 sowie IRF3 und IRF7 zur Induktion der Typ I IFN. Da-
rüber hinaus kommt es zur Aktivierung von IKKi und NF-κB, das in Folge die IL6-Produktion 
steuert (Unterholzner, Keating et al. 2010; Sun, Wu et al. 2013; Wu, Sun et al. 2013).  
Auch in diesem Fall konnte die beobachtete Reduktion der Typ I IFN-Ausschüttung nach TRIF-
unabhängiger Stimulation bei humanen Monozyten und M-CSF-generierten Makrophagen 
sowohl aus dem CD11c-abhängigen, ADAR1-defizienten wie auch aus dem LysMCre-
abhängigen, ADAR1-defizienten Mausstamm beobachtet werden. So kann auch hier der 
ADAR1-abhängige Effekt von dem murinen auf das humane System übertragen werden. Zu-
dem wurde das Ergebnis im Mausmodell bezüglich eines möglichen Mausstamm-abhängigen 
Effekt bzw. eines artifiziellen Effekts validiert, der auf die für die konditionelle ADAR1-
Defizienz benötigte Promotoraktivität zurückzuführen ist. Allerdings muss hier angemerkt 
werden, dass im humanen System bei ADAR1-defizienten Monozyten die Reduktion der IFNα-
Ausschüttung zwar deutlich, aber nicht so stark wie im murinen System ausfiel und dass die 
verringerte IFNβ-Sekretion nur transient nach 4 h zu beobachten war und sich nach 12 h wie-
der an die sekretierten IFNβ-Mengen ADAR1-kompetenter Zellen anglich. Die leichte Abwei-
chung zu den Daten aus dem murinen System lässt sich durch die unterschiedliche Art und 
Weise der erzeugten ADAR1-Defizienz erklären. Anders als im konditionellen ADAR1-
Knockout-Mausmodell, bei dem auf genomischer Ebene das Zielgen deletiert wurde, hängt bei 
siRNA-vermitteltem Knockdown, wie bei den humanen Monozyten, die Deletionseffizienz von 
der Halbwertszeit der siRNA sowie von dem Teilungsverhalten der Zellen ab. Zudem findet 
dabei eine Deletion nur auf Transkript-Ebene statt und führt damit zu einem mehr oder weni-
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ger langanhaltenden aber transienten Knockdown des Zielgens (Bartlett and Davis 2006). So-
mit es möglich, dass die Effizienz der ADAR1-Deletion in siRNA-behandelten Monozyten nicht 
im selben Maß erreicht wurde, wie im murinen Knockout-System, und damit zu einem im 
Vergleich zum murinen System weniger stark ausgeprägten Phänotyp führte. 
Insgesamt zeigen diese Daten aber eine aktivierende Rolle von ADAR1 auf die TRIF-
unabhängige Typ I IFN-Induktion. 
Im Gegensatz zu dem ADAR1-abhängigen Effekt auf die TRIF-abhängige Signalgebung nach 
TLR4- und TLR3-Ligation (5.1.1) kann in diesem Fall die betroffene Signalgebung zur Typ I IFN-
Induktion nicht auf ein gemeinsames Adaptermolekül zurückgeführt werden, welches dann, 
wie zuvor beschrieben (5.1), von ADAR1-abhängigen Mechanismen modifiziert wird.  
Neben der Typ I IFN-Induktion wurde auch hier die Freisetzung der pro-inflammatorischen 
Zytokine IL6 und IP10 (nur im murinen System) gemessen. Die IL6-Freisetzung in humanen 
Monozyten nach SeV Infektion oder VACV70mer-Stimulation war, wie auch schon für die TRIF-
abhängige Signalgebung beschrieben (5.1.1), weitgehend unbeeinflusst von der ADAR1-
Defizienz (Abb. 4.3). In murinen Makrophagen konnte hier allerdings eine Reduzierung des 
IL6-Signals beobachtet werden, wohingegen die IP10-Ausschüttung unbeeinflusst war (Abb. 
4.6 und Abb. 4.20). Die Gründe für die Abweichung in der IL6-Sekretion zwischen humanem 
und murinem System sind möglicherweise auch hier, in der Effizienz des jeweiligen Knock-
downs bzw. Knockouts zu suchen. Darüber hinaus wird, wie schon im vorherigen Abschnitt 
beschrieben, die Typ I IFN-Induktion hauptsächlich über die Transkriptionsfaktoren IRF3 und 
IRF7 gesteuert (Sato, Suemori et al. 2000), während die Promotoren für die IL6- und IP10-
Gene-Bindestellen für eine ganze Reihe von Transkriptionsfaktoren aufweisen (Tamassia, 
Calzetti et al. 2007; Brownell, Wagoner et al. 2013). Im Gegensatz zu dem ADAR1-vermittelten 
Effekt auf die TRIF-abhängige Signalgebung, der selektiv auf die IRF3-abhängige Typ I IFN-
Induktion wirkt, zeigt sich hier auch ein Einfluss auf die hauptsächlich NF-ĸB-vermittelte IL6-
Produktion. Die von der ADAR1-Defizienz nach Stimulation mit SeV oder dem VACV70mer 
unveränderten IP10-Spiegel in den Zellüberständen zeigen aber, dass ein genereller Defekt 
des Reaktionsvermögens der defizienten Makrophagen auszuschließen ist. Vielmehr kann von 
einer speziellen Funktion des ADAR1-Proteins, v.a. in Bezug auf die durch die Transkriptions-
faktoren IRF3- und IRF7-vermittelte Typ I IFN-Induktion ausgegangen, werden. Dieser verhält 
sich erstaunlicherweise gegensätzlich zur Funktion innerhalb der TRIF-abhängigen Typ I IFN-
Induktion. Während ADAR1 TRIF-abhängig als Typ I IFN-Suppressor fungiert, so verhält sich 
ADAR1 im Rahmen der hier beschriebenen und diskutierten TRIF-unabhängigen Signalgebung 
als Typ I IFN-Aktivator. Dabei kann ADAR1 zum einen direkt auf IRF3 oder IRF7 wirken, zum 
anderen aber auch weitere Signalmoleküle aufwärts von IRF3 oder IRF7 beeinflussen. 
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Auch hier gab eine Microarray-Analyse von ADAR1-defizienten Makrophagen im Vergleich zu 
ADAR1-kompetenten Makrophagen umfassende Einblicke in Bezug auf veränderte Genex-
pressionen im Zusammenhang mit der ADAR1-Defizienz (4.2.4 und Abb. 4.10). Diese sollten 
Hinweise auf einen zugrundeliegenden Mechanismus für die ADAR1-vermittelte, reduzierte 
Typ I IFN-Induktion nach TRIF-unabhängiger Stimulation geben. Die Microarray-Daten bestä-
tigten auch hier die in diesem Kontext, im ELISA gemessene, verringerte Typ I IFN-Induktion 
nach TRIF-unabhängiger SeV Infektion auf mRNA-Ebene (Abb. 4.9, B). 
Die Microarray-Daten wurden schon im vorangegangenen Abschnitt (5.1.1) vorgestellt und 
deswegen werden hier nur kurz Besonderheiten in Bezug auf die SeV Infektion dargestellt. 
Größtenteils ergab sich unabhängig von der Stimulation mit TRIF-abhängigem LPS oder TRIF-
unabhängiger SeV Infektion ein ähnliches Muster an hoch- bzw. herabregulierten Genen in 
ADAR1-defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Makrophagen. Auffällig war aber, 
dass insgesamt mehr differenziell regulierte Gene im Kontext der SeV Infektion gegenüber der 
LPS-Stimulation auftraten und zudem die differentielle Regulierung der Gene stärker ausfiel. 
Außerdem waren, im Einklang mit der reduzierten Typ I IFN-Induktion, 15 der 18 in der heat-
map-erfassten IFN-assoziierten Gene (Sulf2V, Tnsf10, Mx1, Irf1, Mir155, Ifi47, Rsad2, Ifit2, 
Mx2, Socs, Ifit1, Trim21, Batf2, Iigp1, Cxcl11) in ADAR1-defizienten Makrophagen 
herabreguliert. 
Aber auch im Kontext der SeV Infektion gaben die Microarray-Daten keinen weiteren Auf-
schluss über möglicherweise transkriptionell veränderte Signalmoleküle, die eine direkte As-
soziation der ADAR1-Defizienz mit der beobachteten verminderten Typ I IFN-Freisetzung be-
schreiben. Jedoch muss auch hier angemerkt werden, dass die Microarray-Analyse ausschließ-
lich zu einem Zeitpunkt (4 h) nach SeV Infektion stattfand und damit auch hier möglicherweise 
nicht das richtige Zeitfenster für entsprechende, potentiell transkriptionell veränderte Signal-
moleküle gewählt wurde. Zudem können mit der Microarray-Analyse keine posttransla-
tionalen Veränderungen exprimierter Moleküle erfasst werden. Aber gerade diese posttrans-
lationalen Veränderungen v.a. in Form von Phosphorylierungen sind wichtige Marker für die 
Aktivierung vieler Signalmoleküle. Außerdem kann ADAR1, wie in 1.5 beschrieben, durch Edi-
tierung der mRNA-Transkripte posttranskriptionell die Genexpression auf Proteinebene ver-
ändern, ohne dass dies auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden kann. 
Aus diesen Gründen ist es erforderlich entsprechende Gene auf Proteinebene zu untersuchen. 
Zur Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen für die beobachteten modulato-
rischen Eigenschaften von ADAR1 auf die Typ I IFN-Induktion und als Erweiterung der 
Microarray-Analyse wurden, wie auch schon für LPS-stimulierte Makrophagen, wichtige 
Signalmoleküle innerhalb der Typ I IFN-Induktionskaskade (1.3) in einer Kinetik mittels 
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Western Blot untersucht (4.2.5). Zu den untersuchten Signalmolekülen gehörten auch hier 
TBK1, IRF3, IRF7, STAT1 sowie die aktivierten, phosphorylierten Formen. 
In Betrachtung der Signalgebung zur Typ I IFN-Induktion konvergiert im Kontext der hier be-
trachteten TRIF-unabhängigen Signalgebung die Signalweiterleitung in der Aktivierung von 
TBK1. Dies führt zur Aktivierung von IRF3 und IRF7 und schließlich zur Typ I IFN-Produktion. Da 
im Zusammenhang mit der TRIF-unabhängigen Stimulation mit SeV oder VACV70mer eine 
verminderte Typ I IFN-Induktion in ADAR1-defizienten Makrophagen beobachtet wurde, wur-
de eine verminderte Proteinexpression der entsprechenden Signalmoleküle und deren akti-
vierten, phosphorylierten Formen erwartet. Überraschenderweise zeigten die Western Blot-
Analysen aber auch im Kontext der viralen Infektion eine konstitutiv erhöhte Expression der 
Signalmoleküle, die durch Infektion mit SeV überwiegend noch verstärkt wurde (Abb. 4.13). 
Damit wiesen die ADAR1-defizienten Makrophagen auch hier eine ausgeprägte Typ I IFN-
Signatur auf. Die erhöhte Expression des IFN-induzierbaren Sca1-Moleküls, das in der Microar-
ray-Analyse auch im viralen Kontext als eines der am stärksten hochregulierten Gene erschien 
(Abb. 4.10), deutete bereits eine solche Signatur an. Jedoch blieb gerade aufgrund der erhöh-
ten Spiegel an phosphoryliertem TBK1 und dementsprechend der erhöhten Spiegel an akti-
viertem, phosphoryliertem IRF3, die verminderte Sekretion an IFNβ völlig unverstanden. Für 
IRF7, einem weiteren wichtigen Transkriptionsfaktor für eine effiziente Typ I IFN-Induktion, 
konnte in wildtyp Makrophagen eine Aktivierung detektiert werden, die in den ADAR1-
defizienten Makrophagen trotz der konstitutiv erhöhten IRF7-Spiegel abgeschwächt war. Da 
die IRF7-Induktion sowie -Aktivierung einen wichtigen Schritt für ein vollständiges Induktions-
profil aller IFNα-Subtypen darstellt (Servant, Tenoever et al. 2002), wird durch diese Beobach-
tung eine Reduzierung der IFNα-Sekretion in der späten Phase (nach 12 h) verständlich. IRF7 
wird ebenso wie IRF3 durch die Kinase TBK1 phosphoryliert und aktiviert (Sharma, tenOever 
et al. 2003). Eine Erklärung für das Ausbleiben der IRF7-Phosphorylierung trotz der erhöhten 
Aktivität von TBK1, kann in Editierungs-abhängigen Prozessen liegen. Es wurde gezeigt, dass 
Aminosäure-Substitutionen an wichtigen regulatorischen Domänen für die Virus-induzierte 
Phosphorylierung im IRF7-Molekül zu einem Abbruch dieser Phosphorylierung führen (Marie, 
Durbin et al. 1998; Sato, Hata et al. 1998; Marie, Smith et al. 2000). In diesem Zusammenhang 
ist vorstellbar, dass in ADAR1-defizienten Makrophagen eine fehlende, in Protein-kodierenden 
Bereichen vorkommende Editierung im IRF7-Molekül zu einer veränderten Aminosäurese-
quenz führt, die nicht mehr die funktionale Phosphorylierungsstelle enthält. Kommt es in 
ADAR1-defizienten Zellen zu einer solchen Veränderung, wird eine Phosphorylierung und da-
mit Aktivierung von IRF7 vermindert. Da aber IRF3, und nicht IRF7, hauptsächlich an der initia-
len Typ I IFN-Induktion beteiligt ist, bleibt an dieser Stelle dennoch unverstanden, warum es 
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trotz erhöhter phosphorylierter IRF3-Spiegel schon in der initialen Phase nach 4 h zu einer 
starken Reduzierung der Typ I IFN kommt.  
Um die widersprüchliche Beobachtung von erhöhter IRF3-Aktivierung aber dennoch vermin-
derter Typ I IFN-Induktion nach TRIF-unabhängiger Stimulation aufzuklären wurde die nukleä-
re Translokation von IRF3 sowie von IRF7 nach Infektion mit SeV untersucht (4.2.6). Dazu wur-
den ADAR1-defiziente und im Vergleich ADAR1-kompetente Makrophagen mit SeV infiziert 
und, nach 12 h fixiert und IRF3 bzw. IRF7 mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern detektiert 
(4.2.6 und Abb. 4.15). Der gewählte Zeitpunkt richtete sich dabei nach der im Western Blot 
gezeigten Induktionsspitze von aktiviertem, phosphoryliertem IRF3 (Abb. 4.13). Wie zu erwar-
ten, war in ADAR1-kompetenten Zellen eine intensive Translokation von IRF3 und IRF7 zu be-
obachten. Im Gegensatz dazu zeigten die Fluoreszenzbilder eindrucksvoll ein völliges Fehlen 
der IRF3-Translokation in den Nukleus ADAR1-defizienter Zellen. Auch die IRF7-Translokation 
war dabei abgeschwächt, entsprechend der beschriebenen verminderten Aktivierung von 
IRF7. Diese Daten zeigen, dass trotz verstärkter IRF3-Aktivierung die IRF3-Translokation in den 
Nukleus ADAR1-defizienter Makrophagen verhindert und damit die Induktion der Typ I IFN-
Antwort reduziert wird. Mögliche Ursachen für diese Beobachtung sind unter anderem in den 
Regulationsmechanismen der IRF3-Homöostase zu suchen. In uninfizierten Zellen verbleibt 
IRF3 im Zytoplasma. Dabei ist die zytoplasmatische Lokalisation abhängig von einem Kernex-
portsignal (NES) und wird durch einen Shuttle-Rezeptor namens CRM1 (chromosome region 
maintenance, auch bekannt als Exportin 1) vermittelt. Nach Infektion oder entsprechender 
Stimulation und spezifischer Phosphorylierung akkumuliert IRF3 im Nukleus. Die nukleäre 
Akkumulation wird durch eine Kern-Lokalisationssequenz (NLS) vermittelt. Diese NLS wird von 
bestimmten Importin-α Shuttle-Rezeptoren erkannt. Sowohl NLS als auch NES sind konstitutiv 
aktiv in uninfizierten Zellen, was zu einer ständigen IRF3-Translokation führt, wobei jedoch die 
zytoplasmatische Lokalisation dominant ist. Die nukleäre Akkumulation wird nach entspre-
chender Stimulation zum einen durch die Selektivität der Importin-α Shuttle-Rezeptoren und 
zum anderen durch die Retention von phosphoryliertem IRF3 im Nukleus aufgrund der Assozi-
ation mit den nukleären Koaktivator-Proteinen CBP/p300 vermittelt (Kumar, McBride et al. 
2000; Reich 2002). Dieses "Shuttling" ist ein stark regulierter Prozess, für den bereits einige 
regulierende Elemente beschrieben wurden, der aber nach wie vor noch nicht vollständig 
verstanden ist. So vermitteln verschiedene Moleküle die Ubiquitinylierung von IRF3, führen zu 
dessen Degradation und limitieren schließlich damit die IRF3-Aktivität (Bibeau-Poirier, Gravel 
et al. 2006; Higgs, Ni Gabhann et al. 2008; Ran, Liu et al. 2011; Lei, Zhang et al. 2013). Andere 
Faktoren könnten dagegen die IRF3-Translokation im Sinne eines positiven Rückkopplungs-
Mechanismus fördern. Die hier vorgestellten Daten lassen eine ADAR1-Funktion in einem 
solchen positiven Rückkopplungs-Mechanismus vermuten. In diesem Zusammenhang ist 
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denkbar, dass ADAR1 als IFN-induzierbares Protein zum einen die Translokation von IRF3 in 
den Zellkern begünstigt oder zum anderen auch die nukleäre Retention von IRF3 ermöglicht. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass ADAR1, als kurze ADAR1p110- 
und als lange, zytoplasmatisch vorkommende ADAR1p150-Form, effizient nach 12 h durch 
Infektion mit SeV induziert wird (Abb. 4.8). Da aber die IRF3-Translokalisation nicht einem 
generellen Defekt unterliegt, wie durch dessen effiziente Translokation zu einem frühen Zeit-
punkt nach LPS-Stimulation in ADAR1-defizienten Makrophagen gezeigt wurde (Abb. 4.15), ist 
eine direkte Interaktion von ADAR1 mit IRF3, die dessen Translokation ermöglicht, auszu-
schließen. Darüber hinaus kann den unterschiedlichen Zeitpunkten, zu denen es abhängig 
vom Stimulus (LPS: 1 h; SeV: 12 h) zu einer effizienten IRF3-Translokation kam, eine entschei-
dende Bedeutung beigemessen werden. Denn, wie gezeigt, wird ADAR1 deutlich nach 12 h 
induziert (Abb. 4.8) (der Zeitpunkt an dem es in wildtyp Zellen nach SeV Infektion zu einer 
effizienten IRF3-Translokation kommt (Abb. 4.15), während die LPS-Stimulation schon nach 
1 h ohne Induktion des ADAR1-Proteins (Abb. 4.8) zu einer entsprechenden Translokation 
führt (Abb. 4.15). In diesem Zusammenhang kann vor allem die zu späteren Zeitpunkten indu-
zierte lange ADAR1p150-Form eine spezifische Funktion ausüben. Aufgrund der zytoplasma-
tischen Lokalisation von ADAR1p150 (Poulsen, Nilsson et al. 2001; Desterro, Keegan et al. 
2003) ist eine Interaktion von ADAR1 mit zytoplasmatisch vorkommenden, induzierten Nega-
tivregulatoren von IRF3 denkbar. Diese Interaktion kann eine weitere Negativregulation von 
IRF3 verhindern und somit die Typ I IFN-Induktion fördern. In diesem Modell würde es in 
ADAR1-defizienten Zellen zu einer verstärkten Negativregulation von IRF3 kommen, was 
schließlich zu einer reduzierten Typ I IFN-Induktion führt. So wurde kürzlich beschrieben, dass 
eine Hyperphosphorylierung von IRF3 dessen nukleäre Translokation inhibieren kann (Wang, 
Wang et al. 2013). Möglicherweise kann ADAR1 diese Hyperphosphorylierung durch Interakti-
on mit einer entsprechenden Kinase limitieren. Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang 
mit der Regulation von Kernimport-Prozessen beleuchtet wurde, schließt eine Protein-
Modifikation durch das Ubiquitin-ähnliche Protein ISG15 ein. Die Konjugation von ISG15 wird 
allgemein als ISGylierung bezeichnet. Sowohl ISG15 als auch die ISGylierungs-Maschinerie 
wird im Rahmen einer viralen Infektion induziert. Eine solche ISGylierung kann die Bindung 
bestimmter Moleküle an den Importin-α-Faktor und damit deren nukleäre Translokation inhi-
bieren (Skaug and Chen 2010). Ein solcher Effekt von IRF3-ISGylierung ist zwar bisher noch 
nicht beschrieben, ist aber auch für IRF3 vorstellbar. Geht die induzierte, zytoplasmatische 
ADAR1p150-Form eine inhibitorische Interaktion mit Komponenten der ISGylierungs-
Maschinerie ein, wird somit die IRF3-Translokation unterstützt, während bei ADAR1-Defizienz 
diese durch vermehrte ISGylierung inhibiert wird.  
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Außerdem kommt es im Sinne einer negativen Rückkopplungsschleife im Laufe der Typ I IFN-
Induktion zur Expression inhibitorischer Moleküle (Hu, Chakravarty et al. 2008). In diesem 
Zusammenhang ist auch denkbar, dass die ADAR1-Defizienz keinen direkten Einfluss auf die 
Typ I IFN-Induktion in der späten Phase nimmt, sondern die per se erhöhte Expression der 
Signalmoleküle dann zu einer verstärkten Expression dieser Negativregulatoren führt.  
Da in der zweiten Phase der Typ I IFN-Induktion auch verstärkt IRF3/IRF7-Heterodimere die 
entsprechenden Promotor-Regionen aktivieren (Honda, Takaoka et al. 2006; Honda and Tani-
guchi 2006), kann in ADAR1-defizienten Zellen auch die fehlende IRF7-Aktivierung und da-
durch die abgeschwächte Bildung von aktiven IRF3/IRF7-Heterodimeren einen Beitrag zur 
fehlenden IRF3-Translokation leisten. 
Zudem wurde im Kontext der inhibierten IRF3-Translokation durch die Microarray-Analyse der 
ADAR1-defizienten Makrophagen im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Zellen (4.2.4) rück-
blickend ein interessantes, differentiell reguliertes Molekül aufgezeigt. Trim21 (tripartite 
motif-containing 21) war nach SeV Infektion in ADAR1-defizienten Zellen deutlich 
herabreguliert, unterlag aber in unbehandelten und LPS-stimulierten Makrophagen keiner 
Regulation durch die ADAR1-Defizienz. Für TRIM21 wurde eine Funktion als wichtiger Regula-
tor der IRF3-Aktivität beschrieben, wobei der Knockdown von TRIM21 die IRF3-vermittelte 
Genexpression stark beeinträchtigt (Yang, Shi et al. 2009). Eine durch die ADAR1-Defizienz 
verminderte TRIM21-Expression kann somit im viralen Kontext zur reduzierten IRF3-
Translokation und der damit verbundenen reduzierten Typ I IFN-Expression beitragen. 
Insgesamt beschreiben diese Daten einen deutlichen Defekt in der IRF3-Translokation nach 
TRIF-unabhängiger Stimulation mit SeV in ADAR1-defizienten Makrophagen, der zu einer stark 
reduzierten Typ I IFN-Sekretion führt. Dementsprechend zeigen pDCs, die die Induktion von 
Typ I IFN IRF3-unabhängig über IRF7 vermitteln (Honda, Takaoka et al. 2006; Tamura, Yanai et 
al. 2008), keine ADAR1-abhängigen Effekte auf die Typ I IFN-Induktion (Abb. 4.21). Diese Be-
obachtung unterstreicht nochmals eine spezifische, modulatorische Wirkung von ADAR1 auf 
IRF3, die in Abhängigkeit von dem Stimulus die Typ I IFN-Antwort reguliert. Zwar wurde in 
Makrophagen bei ADAR1-Defizienz auch eine Beeinträchtigung der IRF7-Phosphorylierung 
beobachtet, aber die nicht-beeinträchtigte Typ I IFN-Induktion in ADAR1-defizienten pDCs 
zeigt, dass diese Beobachtung keine Relevanz für pDCs hat. Für IRF7 sind multiple Phosphory-
lierungscluster beschrieben worden. Somit können in pDCs auch andere Phosphorylierungs-
muster zur Aktivierung genutzt werden (Lin, Mamane et al. 2000; Caillaud, Hovanessian et al. 
2005; Prakash and Levy 2006). 
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5.2. Einfluss von ADAR1 auf die Entwicklung von Immunzellen 
Ein weiterer Teil der Arbeit beschäftigte sich, über das Typ I IFN-Aktivierungspotential hinaus, 
mit dem Einfluss von ADAR1 auf die Differenzierung verschiedener Immunzellen. Auf Grundla-
ge der zuvor beschriebenen konditionellen Maussysteme (5.1) wurden verschiedene Immun-
zellen sowohl auf ihr Vorkommen als auch auf ihre Differenzierung in einem ADAR1-
defizienten im Vergleich zu einem ADAR1-kompetenten Hintergrund untersucht. Dazu wurden 
zum einen Immunzellen in vitro mit entsprechenden Wachstumsfaktoren aus Knochen-
markszellen differenziert und zum anderen die Verteilung und Differenzierung verschiedener 
Immunzellen in vivo im Knochenmark sowie in peripheren lymphatischen Organen analysiert.  
Zu den in vitro differenzierten Immunzellen gehörten M-CSF-generierte Makrophagen, Flt3L-
induzierte plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) sowie GM-CSF-generierte myeloide dend-
ritische Zellen (mDCs). Da bei der in vitro Generierung der mDCs ein entscheidender Einfluss 
von ADAR1 auf die Differenzierungskapazität beobachtet wurde (4.3.1.3 und 5.2.1), konzen-
trierten sich die Untersuchungen im Weiteren auf verschiedene in vivo vorkommende DC-
Subpopulationen im Knochenmark sowie in peripheren lymphatischen Organen.  
Für einen ADAR1-vermittelten Einfluss auf die Differenzierung bestimmter Immunzellen sind, 
wie schon für den Einfluss auf IFN-assoziierte Signalwege ausführlich beschrieben (5.1), ver-
schiedene Mechanismen vorstellbar.  
Zum einen kann durch Editierung in Protein-kodierenden Bereichen entsprechender Trans-
kriptionsfaktoren, die wichtig für die Differenzierung der Immunzellen sind, die Aktivität die-
ser verändert und die Differenzierungskapazität dadurch beeinflusst werden. Eine größere 
Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang wahrscheinlich aber der beschriebenen Assozia-
tion von ADAR1 mit der Prozessierung funktioneller miRNAs zu (Ota, Sakurai et al. 2013). 
Diesbezüglich wird im Zusammenhang mit dem auftretenden Sterben der hämatopoetischen 
Stammzellen im konstitutiv ADAR1-defizienten Mausmodell vermutet, dass das Fehlen der 
üblicherweise im Embryonalstadium auftretenden erhöhten miRNA-Prozessierung, zur Dysre-
gulation vieler Gene führt. Es wird spekuliert, dass diese Gene normalerweise während dieses 
Stadiums reprimiert werden und eine normale Entwicklung des Embryos ermöglichen. Aber 
auch über das embryonale Stadium hinaus ist eine Beteiligung von miRNA-Prozessen an der 
Differenzierung von verschiedenen Immunzellen denkbar. Dabei bieten die hier verwendeten 
konditionellen ADAR1-defizienten Mausmodelle die Möglichkeit über einen weitumfassenden 
ADAR1-abhängigen Effekt hinaus einen entsprechenden ADAR1-Einfluss zelltypspezifisch zu 
untersuchen. 
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5.2.1. Einfluss von ADAR1 auf die Entwicklung in vitro differenzierter 
Immunzellen 
Zu den im Rahmen dieser Arbeit in vitro differenzierten Knochenmarkszellen gehörten M-CSF-
generierte Makrophagen, Flt3L-induzierte pDCs sowie GM-CSF-generierte mDCs, die funktio-
nell den konventionellen DCs (cDCs) zuzuordnen sind. Murine Makrophagen weisen sowohl 
eine Lysozym M- (Clausen, Burkhardt et al. 1999) als auch eine CD11c-Expression (Abb. 4.16) 
auf. Somit konnten ADAR1-defiziente Makrophagen zum einen aus dem ADAR1f7-9/LysMCre- 
und zum anderen aus dem ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausstamm differenziert werden. Da pDCs 
sowie mDCs zwar eine CD11c- (Abb. 4.17 und Abb. 4.19) aber keine Lysozym M-Expression 
zeigen, konnten diese Zellen ausschließlich aus dem CD11c-abhängigen, ADAR1-defizienten 
Mausstamm induziert werden.  
Die M-CSF-Kulturen aus dem Knochenmark des ADAR1f7-9/LysMCre- sowie des               
ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausstamms zeigten in ADAR1-defizienten und ADAR1-kompetenten 
Zellkulturen eine vergleichbare Anreicherung an F4/80-positiven Makrophagen (Abb. 4.4). 
Somit ist ein genereller Einfluss von ADAR1 auf die Makrophagen-Differenzierung ausge-
schlossen. Jedoch ergab die Analyse von weiteren Markern, die auch zur Charakterisierung 
bestimmter Makrophagen-Subpopulationen verwendet werden, eine ADAR1-abhängige Ver-
änderung der Expressionsstärke dieser Marker. So sind ADAR1-defiziente Makrophagen durch 
eine erhöhte Expression von CD80 sowie CD86 charakterisiert, begleitet von einer intermediä-
ren CD206-Expression. Dagegen zeigen die Makrophagen aus den ADAR1-kompetenten Kultu-
ren, eine für M-CSF-Kulturen typische, hohe Expression an CD206 (Abb. 4.5). Diese Expres-
sionsprofile deuten für ADAR1-defiziente Makrophagen eine Polarisierung in Richtung der 
sogenannten M1-ähnlichen Makrophagen an, während ADAR1-kompetente Makrophagen 
durch ihr CD206-Profil einen M2-ähnlichen Makrophagen-Phänotyp aufwiesen, wie er auch 
für M-CSF-Kulturen beschrieben wurde (Fleetwood, Lawrence et al. 2007). ADAR1 scheint 
somit den M2-ähnlichen Phänotyp in M-CSF-Kulturen zu stabilisieren, während eine ADAR1-
Defizienz zur Polarisierung dieser Zellen zu einem M1-ähnlichen Phänotyp führt. Die Einteilung 
von Makrophagen in die verschiedenen Kategorien der M1- und M2-Klassifizierung beruht auf 
den unterschiedlichen Induktionswegen sowie den unterschiedlichen Aktivierungspotentialen 
dieser Zellen. M1-Makrophagen gelten als klassisch aktivierte Zellen und stellen potente 
Effektorzellen gegen Mikroorganismen und Tumorzellen dar. Sie werden daher auch als in-
flammatorische Makrophagen bezeichnet. M2-Makrophagen dagegen gelten als alternativ 
aktivierte Makrophagen und spielen vor allem eine Rolle bei der Wundheilung sowie der Pro-
duktion von anti-inflammatorischen Molekülen. Sie werden daher auch als anti-
inflammatorische Makrophagen bezeichnet (Liu and Yang 2013). Der M1-ähnliche Phänotyp 
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der ADAR1-defizienten Makrophagen korreliert mit der in diesen Zellen beobachteten erhöh-
ten Typ I IFN-Signatur (Abb. 4.12 und Abb. 4.13). Zudem wurde für M1-ähnliche Makropha-
gen, im Gegensatz zu M2-ähnlichen Makrophagen, eine verstärkte Abhängigkeit des Phäno-
typs von der Typ I IFN-Signalgebung beschrieben (Fleetwood, Dinh et al. 2009). Diese Studie 
legt die in ADAR1-defizienten Makrophagen beobachtete erhöhte Typ I IFN-Signatur als Ursa-
che für den veränderten M1-ähnlichen Makrophagen-Phänotypen nahe. Darüber hinaus wer-
den aber auch miRNAs eine große Rolle bei der Regulation der Makrophagen-Polarisierung 
zugeschrieben (Liu and Abraham 2013). Da eine Assoziation von ADAR1 mit der Prozessierung 
funktioneller miRNAs bekannt ist (Ota, Sakurai et al. 2013), kann ADAR1 auch in diesem Zu-
sammenhang zur Makrophagen-Polarisierung beitragen. Die Ergebnisse bezüglich der Makro-
phagen-Differenzierung konnten für die in vitro generierten Zellen sowohl aus dem                    
ADAR1f7-9/LysMCre- als auch aus dem ADAR1f7-9/CD11cCre-Mausstamm (Daten nicht gezeigt) 
beobachtet werden. Damit wird das Ergebnis auch hier in Hinblick auf einen möglichen Maus-
stamm-abhängigen bzw. artifiziellen Effekt validiert, der auf die für die konditionelle ADAR1-
Defizienz benötigte Promotoraktivität zurückzuführen ist. 
Für die Flt3L-induzierten pDCs konnte kein ADAR1-bedingter Einfluss auf die Differenzierung 
beobachtet werden. Sowohl im Hinblick auf die generelle, durch die CD11c-Expression ge-
kennzeichnete Differenzierungskapazität (Abb. 4.17) als auch im Hinblick auf die Expression 
verschiedener Aktivierungsmarker (CD80 und CD86, Daten nicht gezeigt) waren keine Unter-
schiede zwischen ADAR1-defizienten und ADAR1-kompetenten Zellen nachzuweisen. Interes-
santerweise zeigten die pDCs im Gegensatz zu den Makrophagen auch schon im Zusammen-
hang mit dem untersuchten Typ I IFN-Aktivierungspotential keine ADAR1-abhängigen Unter-
schiede (Abb. 4.21). Diesbezüglich wurde die fehlende IRF3-Abhängigkeit in pDCs als mögliche 
Ursache für die fehlende ADAR1-Abhängigkeit auf die Typ I-IFN-Induktion diskutiert (5.1.2). 
Möglicherweise ist auch hier eine IRF3-Abhängigkeit verantwortlich für eine erhöhte Expressi-
on von Aktivierungsmarkern, die dann folgegemäß nicht in IRF3-unabhängigen pDCs auftritt. 
Um einen weiteren Zelltyp zu untersuchen wurden mDCs in vitro mittels GM-CSF differenziert 
(4.3.1.3). Überraschenderweise konnten bei ADAR1-Defizienz keine mDCs differenziert wer-
den, während ADAR1-kompetente Kulturen eine für mDC-Kulturen übliche Zellausbeute (Abb. 
4.18) sowie ein entsprechendes Differenzierungsprofil (Abb. 4.19) aufwiesen. 
Generell ist für die Differenzierung der verschiedenen dendritischen Zellpopulationen eine 
kombinatorische Expression vieler verschiedener Transkriptionsfaktoren notwendig (Moore 
and Anderson 2013). Für in vitro GM-CSF-generierte mDCs wurde im Gegensatz zu Flt3L-
induzierten pDCs eine Abhängigkeit von IRF4 gezeigt (Tamura, Tailor et al. 2005). Wie schon in 
Makrophagen für die IRF3-Translokation gezeigt (5.1.2), ist in mDCs auch eine Inhibition der 
IRF4-Translokation bei ADAR1-Defizienz vorstellbar, die dann zu einem Block in der mDC-
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Differenzierung führt. Darüber hinaus wurde von Honda et al. gezeigt, dass IRF2 essentiell und 
spezifisch für die Entwicklung von mDCs ist. IRF2 wirkt dabei als Negativ-Regulator der 
Typ I IFN-Signalgebung. Eine IRF2-Defizienz führt in diesem Zusammenhang zu einer aberran-
ten Typ I IFN-Signalgebung, die selektiv die mDC-Entwicklung beeinflusst (Honda, Mizutani et 
al. 2004). In diesem Zusammenhang kann die ADAR1-Aktivität mit einer normalen IRF2-
Funktion assoziiert sein, die eine entsprechende mDC-Entwicklung gewährleistet.  
Ein weiterer Beitrag zur die dysregulierte mDC-Entwicklung kann aber auch mit einer erhöh-
ten Typ I IFN-Signatur, wie sie schon in Makrophagen beobachtet wurde, assoziiert sein. Da 
gezeigt wurde, dass auch Typ I IFN die MHCII-Expression erhöhen können (Halloran, Urmson 
et al. 1989), lässt die erhöhte MHCII-Expression auf den verbleibenden Zellen der ADAR1-
defizienten mDC-Kultur (Abb. 4.19 B) eine erhöhte Typ I IFN-Signatur in mDC-Vorläuferzellen 
vermuten. Es ist bekannt, dass durch die Typ I IFN-Signalgebung apoptotische Prozesse in 
Gang gesetzt werden. IRF3-abhängig werden dabei pro-apoptotische Gene wie Noxa induziert 
(Hiscott 2007; Goubau, Romieu-Mourez et al. 2009). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die 
Apoptose auch durch direkte Interaktion von IRF3, über eine neu identifizierte BH3-Domäne, 
mit dem pro-apoptotischen Protein Bax ausgelöst werden kann. Die Interaktion von IRF3 mit 
Bax führt zur Ko-Translokation dieses Komplexes in Mitochondrien und aktiviert den mito-
chondrialen apoptotischen Signalweg (Chattopadhyay, Marques et al. 2010). PDCs, die im 
Gegensatz zu mDCs IRF3-unabhängig die Typ I IFN-Antwort induzieren und nur eine geringe 
Expression von IRF3 aufweisen, wären in diesem Modell von der IRF3-vermittelten Apoptose 
nicht betroffen (Honda, Takaoka et al. 2006; Tamura, Yanai et al. 2008). In der Tat waren 
Flt3L-induzierte pDCs weder in Bezug auf ihre Differenzierungskapazität (Abb. 4.17) noch im 
Hinblick auf die Zellausbeuten (Daten nicht gezeigt) von der ADAR1-Defizienz beeinflusst. Die 
M-CSF-generierten Makrophagen, die wie mDCs IRF3-abhängig sind, zeigten in diesem Zu-
sammenhang jedoch keine Unterschiede. Es wurde lediglich eine um ungefähr 20% reduzierte 
Zellzahl in ADAR1-defizienten im Vergleich zu ADAR1-kompetenten Kulturen beobachtet (Da-
ten nicht gezeigt). Dies kann auf unterschiedliche Sensitivitäten verschiedener Zelltypen auf 
pro-apoptotische Stimuli, unterschiedliche Expressionsstärken des IRF3-Proteins oder auch 
auf die Zelltyp-abhängige kompensatorische Induktion anti-apoptotischer Moleküle zurückge-
führt werden (Scaffidi, Schmitz et al. 1999; Yang, Yue et al. 2010). 
In Bezug auf die Sensitivität der mDCs kann in diesen Zellen ein bestimmter Schwellenwert 
überschritten werden, der in Makrophagen nicht erreicht wird. Zwar ist in ADAR1-defizienten 
Makrophagen die IRF3-Expression erhöht, eine zusätzlich veränderte Effizienz in der IRF2-
Translokation kann in mDCs jedoch zum Erreichen des Schwellenwerts führen. Wie zuvor dis-
kutiert, ist die Entwicklung bestimmter mDC-Populationen wesentlich von IRF2 abhängig. Es 
wurde gezeigt, dass diese Abhängigkeit auf der Funktion von IRF2 als Negativ-Regulator der 
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Typ I IFN-Signalgebung beruht (Ichikawa, Hida et al. 2004). Die Kombination aus verstärkter 
Typ I IFN-Signalgebung, die über IRF3 apoptotische Prozesse induziert und einer Defizienz in 
der IRF2-Translokation, die normalerweise die Typ I IFN-Signalgebung negativ reguliert, kann 
damit in ADAR1-defizienten mDCs zu dem beobachteten Phänotyp führen. 
Über die pro-apoptotischen Effekte hinaus ist auch denkbar, dass ein Defekt in der GM-CSF-
Signalgebung vorliegt. Diese Hypothese wird im nächsten Abschnitt diskutiert 5.2.2). 
5.2.2. Einfluss von ADAR1 auf die in vivo Entwicklung von 
Immunzellen 
DCs im Allgemeinen sind bekannt als professionelle, Antigen-präsentierende Zellen, die die 
Brücke zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem bilden, indem sie 
Antigene aufnehmen, prozessieren und präsentieren. DCs bilden aber keine einheitliche Popu-
lation, sondern setzen sich aus einer heterogenen Mischung von verschiedenen Populationen 
zusammen. Alle DCs sind zwar in der Lage naive T-Zellen zu aktivieren, weisen aber spezifische 
Funktionen innerhalb der jeweiligen Population auf. Diese verschiedenen DC-Populationen 
sind primär durch die kombinatorische Expression bestimmter Zelloberflächenmarker defi-
niert. Sie unterscheiden sich darüber hinaus aber auch in ihrer entwicklungsgeschichtlichen 
Herkunft, ihrer transkriptionellen Regulation, den entsprechenden Migrations- bzw. Vertei-
lungsmustern und ihrer anatomischen und vom Mikromillieu-abhängigen Lokalisation. DCs 
werden zunächst in zwei unterschiedliche Kategorien eingeteilt: Konventionelle dendritische 
(conventional dendritic cells; cDCs) und nicht-konventionelle DCs. cDCs zeigen die typische 
DC-Form und -Funktion, während nicht-konventionelle DCs weniger im "Steady State", son-
dern vermehrt unter inflammatorischen Bedingungen von Bedeutung sind. Zu den nicht-
konventionellen DCs gehören die von Monozyten abgeleiteten DCs sowie die pDCs als spezia-
lisierte IFN-Produzenten. GM-CSF-differenzierte mDCs stellen das entsprechende Untersu-
chungsmodell für cDCs in vitro dar. In vivo cDCs können weiter in migratorische bzw. nicht-
lymphoide und lymphoide cDCs unterschieden werden. Die Verteilung der lymphoiden cDCs 
beschränkt sich auf die lymphatischen Organe wie Knochenmark, Lymphknoten, Milz und 
Thymus, wobei sie abhängig von der Expression der Oberflächenmoleküle CD4 und CD8 weiter 
unterteilt werden. Migratorische/nicht-lymphoide cDCs besitzen die Fähigkeit von peripheren 
Geweben zu lymphatischen Organen zu wandern, wie z.B. Langerhans-Zellen. Somit ist die 
migratorische/nicht-lymphoide cDC-Population in der Haut, Lunge, intestinalen Geweben, der 
Leber und der Niere zu finden. (Kushwah and Hu 2011). Die nicht-lymphoiden cDCs bestehen 
hauptsächlich aus zwei unterschiedlichen Populationen, den CD103- und den CD11b-positiven 
cDCs. Die CD103-positive Population bildet sowohl bezüglich der Herkunft als auch der Funk-
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tion das Gegenstück zu den lymphoiden CD8-positiven cDCs. Sie besiedeln die meisten Binde-
gewebe. Ihre funktionelle Spezialisierung liegt in der Erkennung von Pathogenen und Gewebs-
schäden, der Aktivierung von naiven CD8- und CD4-positiven T-Zellen und einem verstärkten 
Potential zur Kreuzpräsentation (Merad, Sathe et al. 2013). Eine weitere Spezialisierung liegt 
in der Beteiligung an der Aufrechterhaltung der peripheren Immuntoleranz durch die Deletion 
autoreaktiver T-Zellen und der Induktion Antigen-spezifischer regulatorischer T-Zellen (Tregs) 
(Bedoui, Whitney et al. 2009; Henri, Poulin et al. 2012).  
Um auszuschließen, dass der unter Kulturbedingungen beobachtete Einfluss von ADAR1 auf 
die Differenzierungskapazität der mDCs nicht nur in in vitro Systemen auftritt, wurde die Ver-
teilung verschiedener dendritischer Zellpopulationen in vivo untersucht (4.3.3 und 4.3.4). Die 
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten DC-Population im Knochenmark als zentrales lympha-
tisches Organ und der Lunge als peripheres Organ gliedern sich in die beschriebenen DC-
Kategorien ein. Die cDCs im Knochenmark setzen sich aus den lymphoiden cDCs zusammen, 
während die Lunge durch nicht-lymphoide cDCs besiedelt wird. Respiratorische DCs können 
somit hauptsächlich in vier Klassen gegliedert werden, die auch im Rahmen dieser Arbeit un-
tersucht wurden: die nicht-konventionellen pDCs und monozytischen DCs sowie die konventi-
onellen CD103- und CD11b-positiven DCs (Hackstein, Wachtendorf et al. 2012). 
Die im Knochenmark untersuchten DC-Populationen, zu denen die IFN-produzierenden pDCs 
sowie die konventionellen, auf Antigen-Präsentation spezialisierten CD4- bzw. CD8-positiven 
und doppelt-negativen DCs gehörten, zeigten keine Unterschiede bezüglich der prozentualen 
Verteilung (Abb. 4.22) sowie den absoluten Zellzahlen (Daten nicht gezeigt). Dagegen deckte 
die Analyse der in der Lunge vorkommenden DC-Populationen einen ADAR1-abhängigen Ef-
fekt auf. Untersucht wurden hier neben den pDCs, als weitere nicht-konventionelle dendri-
tische Zellpopulation, monozytische dendritische Zellen (MoDCs) sowie von diesen abgeleitete 
CD11b-positive DCs. Konventionelle, Antigen-präsentierende DCs zeichnen sich in der Lunge 
durch die Expression des Oberflächenmoleküls CD103 aus und wurden über diesen Marker 
identifiziert. Während die prozentuale Verteilung (Abb. 4.23) sowie die absolute Zellzahl (Da-
ten nicht gezeigt) der pDCs, der MoDCs und der CD11b-positiven DCs keine signifikanten, 
ADAR1-abhängigen Unterschiede zeigten, konnten in den konditionell ADAR1-defizienten 
Mäusen keine CD103-positiven DCs detektiert werden. 
Entwicklungsgeschichtlich sind CD103-positive cDCs in der Lunge und CD8-positive cDCs im 
Knochenmark auf den denselben Vorläufer zurückzuführen. Da ein selektiver ADAR1-
abhängiger Effekt auf die CD103-positiven cDCs zu beobachten war, der sich nicht auf die CD8-
positiven cDCs im Knochenmark auswirkte, ist anzunehmen, dass der Defekt erst direkt bei 
der Differenzierung in die CD103-positive cDC-Form evident wird. Somit spielt ADAR1 für die 
späte Phase der DC-Differenzierung eine Rolle, während Vorläuferzellen unbetroffen bleiben. 
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Generell geht die DC-Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen (HSC) aus. Die HSCs 
differenzieren zu allgemeinen lymphoiden Progenitor-Zellen (CLPs) und allgemeinen myeloi-
den Vorläufer-Zellen (CMPs). Aus den CMPs entsteht ein Makrophagen-DC-Progenitor (MDP), 
der zu einem DC-limitierten Vorläufer, dem allgemeinen DC-Progenitor (CDPs), differenziert. 
Aus diesen CDPs gehen anschließend im Knochenmark zum einen bisher nicht charakterisierte 
Vorläuferzellen für die pDC-Population hervor und zum anderen sogenannte pre-DCs, die in 
den Blutkreislauf eintreten und zu lymphatischen Organen und den peripheren Geweben mig-
rieren. Dort differenzieren sie zu lymphoiden, CD8-positiven bzw. -negativen oder nicht-
lymphoiden, CD103-positiven Gewebe-cDCs (Kushwah and Hu 2011). Unter Beachtung dieser 
Entwicklungshierarchie muss der selektive Effekt der ADAR1-Defizienz direkt bei der Differen-
zierung der pre-DC zu der CD103-positiven Zelle stattfinden. Pre-DCs bleiben dabei unbeein-
flusst von der ADAR1-Defizienz, da nach wie vor CD8-positive bzw. -negative cDCs im Kno-
chenmark entstehen. Wohlgemerkt ist dieser Effekt nicht auf das respiratorische Lungenge-
webe beschränkt, auch in Lymphknoten und in der Haut war die CD103-positive Population 
reduziert, wenn auch der Effekt in der Lunge am stärksten war (Daten nicht gezeigt). Dies 
weist auf einen Gewebe-übergreifenden, generellen Defekt in der CD103-positiven cDC-
Bildung hin. Die Differenzierung und Expansion der entsprechenden DC-Linien ist weitgehend 
extrinsisch durch die Wirkung verschiedener hämatopoetischer Zytokine reguliert. Das Zytokin 
Flt3L stellt dabei ein Schlüsselmolekül der DC-Differenzierung während der Hämatopoese dar. 
Der Rezeptor für Flt3L, Flt3, ist auf HSCs, CLPs und einer Teilpopulation der CMPs exprimiert. 
Flt3 bleibt auch auf den DC-Vorläufern einschließlich der MDPs, CDPs sowie der pre-DCs und 
schließlich auch auf den pDCs und allen cDCs erhalten. Dort vermittelt er die DC-Entwicklung 
einhergehend mit der DC-Homöostase und -Expansion (Merad, Sathe et al. 2013). Der selekti-
ve Effekt auf die CD103-positive cDC-Population, der in den anderen untersuchten DC-
Populationen nicht auftrat, zeigt, dass die Flt3L- bzw. Flt3-Signalgebung nicht beeinflusst ist. 
Dafür spricht auch, dass die in vitro Differenzierung der pDC mittels Flt3L unbeeinflusst von 
der ADAR1-Defizienz blieb (4.3.1.2). Interessanterweise wurde aber die CD103-cDC-
Entwicklung bzw. Erhaltung mit der Expression von einem weiteren Zytokin bzw. Wachstums-
faktor, der als GM-CSF bekannt ist, in Verbindung gebracht. Zwar zeigen Studien, dass GM-CSF 
nicht die Entwicklung der lymphoiden cDCs beeinflusst, jedoch wurde eine Reduktion der An-
zahl an CD103-positiven cDCs in peripheren Geweben, wie dem Darm, der Haut und der Lunge 
von GM-CSF-defizienten Mäusen beobachtet. Entsprechend zeigen diese Gewebe im wildtyp 
Status eine hohe Expression an GM-CSF (Kingston, Schmid et al. 2009; King, Kroenke et al. 
2010; Greter, Helft et al. 2012). Die verbleibenden Gewebe-cDCs in GM-CSF-defizienten Mäu-
sen zeigten pro-apoptotische Defekte (Greter, Helft et al. 2012). Diese Beobachtung weist für 
GM-CSF eine essentielle Regulator-Funktion für das Überleben von cDCs in nicht-lymphoiden 
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Geweben auf, die aber in lymphatischen Organen keine Rolle spielt. Diese Beobachtung gibt 
möglicherweise einen Hinweis auf die Ursache für die Beobachtung der fehlenden CD103-
positiven DC-Population in konditionell ADAR1-defizienten Mäusen. Aufgrund der selektiven 
Abwesenheit der CD103-positiven cDCs im ADAR1-defizienten Hintergrund ist eine Dysfunkti-
on in der GM-CSF-Signalgebung denkbar, die sich nicht auf die cDC-Entwicklung in lympha-
tischen Organen auswirkt. Die Hypothese eines durch die ADAR1-Defizienz vermittelten De-
fekts in der GM-CSF-Signalgebung wird weiter durch die Beobachtung der gestörten in vitro 
Differenzierung der mDCs mittels GM-CSF in ADAR1-defizienten Kulturen unterstützt (4.3.1.3). 
Auch hier liegt eine Dysfunktion der GM-CSF-Signalgebung nahe (5.2.1). Über die Beteiligung 
von GM-CSF an den finalen Stadien der cDC-Reifung hinaus, wurde für GM-CSF aber auch ge-
zeigt, dass es die CD103-Expression auf Gewebe-cDCs reguliert (Sathe, Pooley et al. 2011; 
Zhan, Carrington et al. 2011; Greter, Helft et al. 2012). Somit kann zu diesem Zeitpunkt noch 
nicht ausgeschlossen werden, dass die CD103-Expression lediglich herabreguliert wird, die 
Zellpopulation somit an sich noch vorhanden ist, aber unentdeckt bleibt. 
Wird jedoch von einem Fehlen der CD103-positiven cDC-Population ausgegangen, ist auch 
hier möglicherweise eine erhöhte Expression von IRF3, wie für ADAR1-defizienten Makropha-
gen gezeigt (4.2.5), an dem beobachteten Phänotyp beteiligt. Wie in 5.2.1 beschrieben und als 
Ursache für das fehlende Differenzierungspotential der ADAR1-defizienten GM-CSF-Kulturen 
diskutiert, kann die IRF3-Expression pro-apoptotische Prozesse induzieren. Eine erhöhte Ex-
pression von IRF3 und der dadurch induzierten pro-apoptotischen Prozesse zusammen mit 
einer gestörten GM-CSF-Signalgebung und dem damit einhergehendem Fehlen von entspre-
chenden Überlebenssignalen kann letztlich die Apoptose und damit das Verschwinden dieser 
Zellpopulation induzieren. 
5.3. Ausblick 
Dieser Abschnitt soll einen Überblick bzw. Ausblick auf die zukünftigen Fragestellungen geben, 
die sich aus den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen ergeben.  
Zwei zentrale Aspekte wurden innerhalb dieses Projektes erarbeitet. Zum einen konnte ge-
zeigt werden, dass ADAR1 die Typ I IFN-Antwort moduliert, indem ADAR1-abhängig vor allem 
die IRF3-Expression und -Translokation modifiziert wird. Eine resultierende zentrale Fragestel-
lung, zielt auf den Mechanismus, der ADAR1-abhängig zum einen die IRF3-Expression limitiert 
und zum anderen bei TRIF-unabhängiger Stimulation die IRF3-Translokation ermöglicht 
(5.1.2). Aufgrund der Domänenstruktur und der damit verbundenen Funktionen sind mehrere 
Möglichkeiten eines ADAR1-Einflusses denkbar, wie z.B. über die Deaminase-Domäne-
vermittelte Editierungs-abhängige und über Z-DNA- bzw. RNA-Bindedomänen-vermittelte 
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Editierungs-unabhängige Mechanismen. Um einen ADAR1-abhängigen Mechanismus auf eine 
funktionelle Domäne innerhalb dieses Proteins zurückzuführen, können verschiedene ADAR1-
Plasmid-Konstrukte eingesetzt werden, die durch spezifisch eingefügte Mutationen die Funk-
tion einzelner Domänen blockieren. Mit diesen Konstrukten können dann die primären, 
ADAR1-defizienten Zellen transfiziert und rekonstituiert werden. Die Analyse der rekonsti-
tuierten Zellen im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen gibt Aufschluss über die verant-
wortliche funktionelle Domäne und damit über den Wirkungsmechanismus von ADAR1.  
Weiterhin sollte untersucht werden, ob ADAR1 die IRF3-Translokation nach TRIF-
unabhängiger Stimulation durch direkte Protein-Protein-Interaktion oder durch indirektere 
Mechanismen begünstigt. Zu diesen indirekten Mechanismen kann z.B. die Editierung von für 
die Translokation wichtigen Domänen innerhalb des IRF3-Moleküls oder anderer beteiligter 
Moleküle beitragen. Zur Untersuchung dieses Aspektes können zum einen Ko-
Immunpräzipitations-Assays von IRF3 und ADAR1 durchgeführt werden, durch die eine mögli-
che Protein-Protein-Interaktion der beiden Kandidaten nachgewiesen werden kann. Zum an-
deren kann eine Ko-Immunfärbung von IRF3 und ADAR1 und die anschließende Analyse über 
konfokale Mikroskopie eine Ko-Lokalisation dieser Proteine untersuchen. 
Ein weiterer Aspekt der Typ I IFN-modulatorischen Eigenschaften von ADAR1 wird durch das 
limitierende Potential von ADAR1 auf die TRIF-abhängige Typ I IFN-Induktion beschrieben 
(5.1.1). Wie schon in 5.1.1 diskutiert, liegt in diesem Zusammenhang eine Editierungs-
abhängige Modifikation des TRIF-Proteins durch ADAR1 nahe. Eine Software-basierte Analyse 
zur Vorhersage möglicher Editierungspositionen wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits 
durchgeführt, jedoch konnten diese bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Ein 
wesentlicher zukünftiger Forschungsaspekt wird sich dementsprechend mit dem Nachweis 
der ADAR1-abhängigen TRIF-Editierungen und einem entsprechenden funktionellen 
Zusammenhang mit einer erhöhten TRIF-Signalgebung beschäftigen. Zum Nachweis der 
ADAR1-abhängigen Editierungspositionen muss die mRNA aus den entsprechenden Zellen 
isoliert, in cDNA umgeschrieben, die TRIF Sequenz spezifisch amplifiziert und schließlich in 
einer Sequenzanalyse im Vergleich zu entsprechenden Analysen von ADAR1-defizienten Zellen 
untersucht werden. Das bei der Editierungsreaktion generierte Inosin wird in der cDNA 
Sequenz als Guanosin anstatt als Thymidin dargestellt. Somit ist durch einen Abgleich der 
Sequenzen aus ADAR1-kompetenten und ADAR1-defizienten Zellen eine Aussage über 
Editierungspositionen möglich. Sind diese Positionen identifiziert, können TRIF-Konstrukte 
generiert werden, welche die abweichenden TRIF-Sequenzen enthalten. Diese können dann in 
entsprechenden Reporter-Gen-Assays eingesetzt werden, die das Aktivierungspotential auf 
einen IFNβ-Promotor abbilden. Im Vergleich mit den Ergebnissen für das nicht modifizierte 
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TRIF-Konstrukt ist eine Aussage über die funktionellen Konsequenzen einer Editierung an den 
entsprechenden Positionen möglich. 
Die beobachteten Effekte können aber auch auf Veränderungen in der miRNA-Prozessierung 
oder -Sequenz zurückzuführen sein. In zukünftigen Projekten können mit Hilfe moderner 
Sequenzierungsmethoden, wie dem „deep sequencing“ die Sequenzen der miRNAs in ADAR1-
kompetenten im Vergleich zu ADAR1-defizienten Zellen flächendeckend analysiert werden. 
Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen, konditionellen ADAR1-defizienten Mausmodelle 
ermöglichen weiterführend eine zelltypspezifische Untersuchung der miRNAs in Abhängigkeit 
von ADAR1. 
 
Der zweite zentrale Aspekt innerhalb dieses Projektes beschäftigte sich mit dem Einfluss von 
ADAR1 auf die Differenzierung verschiedener Immunzellen (5.2). Dabei wurde für ADAR1 eine 
kritische Rolle bei der GM-CSF-abhängigen in vitro Differenzierung von mDCs (5.2.1) sowie der 
in vivo Differenzierung bzw. Bildung von nicht-lymphoiden, CD103-positiven cDCs (5.2.2) auf-
gezeigt. Weiterer Forschungsbedarf liegt hier in der Untersuchung des zugrundeliegenden 
Mechanismus für das selektiv dysregulierte Differenzierungspotential im ADAR1-defizienten 
Hintergrund. Wie schon im vorherigen Abschnitt diskutiert (5.2.2), können auch Defekte in der 
GM-CSF-Signalgebung eine Rolle spielen. Für die GM-CSF-vermittelte in vitro Differenzierung 
ist in diesem Zusammenhang denkbar, Knochenmarkszellen während der Differenzierung mit 
Komponenten der GM-CSF-Signalgebung zu rekonstituieren. Lässt sich das Differenzierungs-
potential der mDCs in ADAR1-defizienten Kulturen durch exogen eingefügte Komponenten 
der GM-CSF-Signalgebung wiederherstellen, kann ein ADAR1-Einfluss auf die GM-CSF-
Signalgebung verifiziert werden. In Bezug auf die in vivo Bildung der CD103-positiven cDCs 
muss vor allem untersucht werden, ob diese Population tatsächlich abwesend ist oder die 
CD103-Expression auf dieser Zellpopulation lediglich stark herabreguliert ist. 
 
Letztlich muss versucht werden einen Zusammenhang zwischen der dysregulierten Typ I IFN-
Signalgebung und den beobachteten selektiven Defekten in der Differenzierung der beschrie-
benen cDC-Populationen in vitro und in vivo herzustellen. Wie schon diskutiert, kann ein mög-
licher Zusammenhang in der erhöhten Expression von IRF3 bestehen, die pro-apoptotische 
Prozesse induzieren kann (Hiscott 2007; Goubau, Romieu-Mourez et al. 2009; Chattopadhyay, 
Marques et al. 2010). In diesem Kontext eröffnet eine kürzlich erschienene Studie ein weiteres 
Forschungsfeld. Diese Studie assoziierte Mutationen im humanen ADAR1-Gen mit dem 
Aicardi-Goutìeres-Syndrom (AGS), einer schweren Autoimmunerkrankung, die ebenso wie in 
dem ADAR1-defizienten Knockout-Mausmodell durch eine erhöhte Typ I IFN-Signatur charak-
terisiert ist. Hierbei führt ein zellintrinsischer Mechanismus durch IFN-stimulierende Nuklein-
säuren zur Initiation der Autoimmunreaktion. Es wird diskutiert, dass ADAR1 in diesem Kon-
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text eine Rolle in der Limitierung einer zytoplasmatischen Akkumulation von dsRNAs spielt, 
die von genomischen, repetitiven Elementen generiert werden. (Rice, Kasher et al. 2013). 
Neben der beobachteten Typ I IFN-Signatur in ADAR1-defizienten Makrophagen, legen auch 
die Daten aus der Microarray-Analyse einen Zusammenhang mit Prozessen der Autoimmuni-
tät nahe. Viele der ADAR1-abhängig stark regulierten Gene waren assoziiert mit einer Funkti-
on im Bereich von Zellstress und DNA-Reparatur (4.2.4). Da das AGS-Syndrom neben den be-
schriebenen ADAR1-Mutationen durch Mutationen in verschiedenen intrazellulären Enzymen 
(TREX1, SAMHD1, RNase H2), die am Nukleinsäure-Metabolismus beteiligt sind, verursacht 
wird (Behrendt and Roers 2013), ist die ADAR1-abhängige Regulation von Genen, die mit Zell-
stress und DNA Reparatur assoziiert sind, als mögliche Reaktion auf die im AGS auftretende 
Akkumulation der dsRNAs zu verstehen. Ein wesentlicher zukünftiger Forschungsgegenstand 
wird in diesem Zusammenhang in der Untersuchung von Autoimmun-Prozessen in den hier 
beschriebenen Mausmodellen liegen. Die konditionellen ADAR1-defizienten Mausmodelle 
bieten auch hier die Möglichkeit eine potentiell zelltypspezifische Beteiligung ADAR1-
defizienter Zellen an autoimmunologischen Vorgängen zu verifizieren. 
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6. Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die immunregulativen Funktionen von ADAR1 charakteri-
siert. Die besondere Domänenstruktur sowie die IFN-Induzierbarkeit von ADAR1 lassen eine 
Funktion über die Editierung bekannter, neuronal spezifischer Substrate hinaus annehmen. 
Durch einige Studien wurde diesbezüglich ein Zusammenhang von ADAR1 mit Typ I IFN-
Signalwegen diskutiert, aber die Substrate bzw. die zugrundeliegenden Mechanismen sind 
weitgehend unverstanden. Daher sollte die ADAR1-abhängige Beteiligung an der Typ I IFN-
Antwort, im Kontext verschiedener PRR-Liganden und Viren, in verschiedenen Immunzellen 
ADAR1-defizienter Modelle untersucht und mögliche zelltypspezifische Effekte charakterisiert 
werden. Für die Untersuchungen wurden murine ADAR1-defiziente Makrophagen und dendri-
tische Zellen auf Grundlage des Cre/loxP-Rekombinationssystems generiert                  
(ADAR1f7-9/LysMCre oder CD11cCre). Für das humane System wurde ein siRNA-vermittelter 
Knockdown in Monozyten etabliert.  
Die Untersuchung des Typ I IFN-Aktivierungspotentials von ADAR1-defizienten im Vergleich zu 
ADAR1-kompetenten, murinen Makrophagen sowie von humanen Monozyten durch ver-
schiedene PRR-Liganden und Viren zeigte eine stark ADAR1-abhängige, modulierte Sekretion 
von Typ I IFN (Abb. 6.1). Während die Stimulation mit TRIF-abhängigen PRR-Liganden zu einer 
verstärkten IFNβ-Freisetzung führte, war die Typ I IFN-Antwort nach Stimulation mit viralen 
PAMPs oder Infektion mit Viren, die die Signalgebung TRIF-unabhängig vermitteln, in ADAR1-
defizienten Zellen stark reduziert. Weitere Untersuchungen der für die Typ I IFN-Signalgebung 
wichtigen Moleküle offenbarten eine ausgeprägte Typ I IFN-Signatur in ADAR1-defizienten 
Zellen nach TRIF-abhängiger Stimulation entsprechend den beobachteten erhöhten IFNβ-
Spiegeln. Überraschenderweise wurde auch im Kontext TRIF-unabhängiger Stimulation die 
Typ I IFN-Signatur durch die ADAR1-Defizienz erhöht, während aber die Typ I IFN-Freisetzung 
stark reduziert war. Besonders die Expression von IRF3 sowie der aktivierten, phosphorylier-
ten Form war sowohl nach TRIF-abhängiger als auch nach TRIF-unabhängiger Stimulation er-
höht. Immunfluoreszenz-Daten zeigten, dass im Kontext TRIF-unabhängiger Stimulation trotz 
der erhöhten IRF3-Expression, die nukleäre Translokation in ADAR1-defizienten Makrophagen 
ausblieb, während die TRIF-abhängige Stimulation eine effiziente IRF3-Translokation vermit-
telte. Diese Daten weisen ADAR1 eine bisher unbekannte Funktion als wichtigen Modulator 
der IRF3-vermittelten Typ I IFN-Antwort zu. In diesem Zusammenhang übt ADAR1 zum einen 
eine inhibitorische Funktion auf die TRIF-IRF3-Achse der Typ I IFN-Induktion aus. Zum anderen 
wird die IRF3-Translokation über die TRIF-unabhängige Signalgebung durch ADAR1 begünstigt, 
womit sich ADAR1 hier als Aktivator der IRF3-vermittelten Typ I IFN-Antwort zeigt. Folgerichtig 
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konnte kein signifikanter, ADAR1-abhängiger Effekt auf das Typ I IFN-Aktivierungspotential 
von pDCs beobachtet werden, die als auf IFN-Produktion spezialisierte Zellen die Typ I IFN-
Antwort unabhängig von IRF3 induzieren. Zukünftige Untersuchungen werden die zugrunde-
liegenden Mechanismen der modulatorischen Funktionen von ADAR1 auf die IRF3-
Translokation sowie auf die TRIF-Aktivität klären müssen. 
Im Zuge der Untersuchung verschiedener ADAR1-defizienter Immunzellen wurde über den 
modulatorischen Effekt auf die Typ I IFN-Antwort hinaus, eine kritische Rolle der ADAR1-
Funktion auf die Differenzierung von bestimmten cDCs in vitro sowie in vivo aufgezeigt. In 
vitro blieb in ADAR1-defizienten GM-CSF-Kulturen die Differenzierung zu mDCs vollständig 
aus, während in vivo die CD103-positive cDC-Zellpopulation in verschiedenen peripheren Or-
ganen konditionell ADAR1-defizienter Mäuse nicht detektiert werden konnte. Da sowohl die 
in vitro generierten mDCs als auch die CD103-positiven cDC-Population in vivo in Abhängigkeit 
von der GM-CSF-Signalgebung stehen, liegt ein durch die ADAR1-Defizienz-vermittelter Defekt 
dieser Signalgebung nahe. Weiterführende Experimente werden dies sowie einen möglichen 
Zusammenhang der dysregulierten cDC-Differenzierung mit den in Makrophagen beobachte-
ten erhöhten Typ I IFN-Signatur klären müssen. 
 
 
Abb. 6.1 ADAR1 als 
















Schlüsselwörter: ADAR1, Typ I Interferon, TRIF, IRF3, Makrophagen, dendritische Zellen, 
Differenzierung, Editierung 
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6.1. Summary 
Goal of this study was to characterize the immunoregulatory functions of ADAR1. The special 
domain structure as well as the IFN inducibility of ADAR1 supposes a function beyond the 
editing of known neuronal specific substrates. Some studies already associated ADAR1 with 
signaling processes within the type I IFN response, but the underlying mechanisms are largely 
unknown. Therefore the ADAR1-dependent involvement in the type I IFN response in the con-
text of contact with various PRR ligands and viruses was investigated and potential cell type 
specific effects were characterized. For this purpose murine ADAR1-deficient macrophages 
and dendritic cells were established using the Cre/loxP recombination system (ADAR1f7-9/ 
LysMCre or CD11cCre). For the human system an ADAR1 knockdown in human monocytes 
was developed by the use of siRNAs.  
The analysis of the type I IFN activation potential by different PRR ligands and viruses showed 
in ADAR1-deficient in comparison to ADAR1-competent murine macrophages as well as in 
human monocytes a strongly modified release of type I IFNs in dependency on ADAR1. While 
stimulation with TRIF-dependent PRR ligands led to an increased IFNβ release, type I IFN re-
sponse upon stimulation with viral PAMPs or infection with viruses, that trigger the signaling 
pathway in a TRIF-independent manner, was strongly decreased. Further investigations of 
signaling molecules, important for the induction of type I IFNs, revealed a remarkable pro-
nounced type I IFN signature in ADAR1-deficient macrophages upon TRIF-dependent stimula-
tion consistent with the increased IFNβ levels. Surprisingly ADAR1 deficiency increased even in 
context of TRIF-independent stimulation the type I IFN signature, however secretion of 
type I IFNs was strongly decreased. Notably IRF3 as well as the activated phosphorylated form 
were increased upon TRIF-dependent as well as TRIF-independent stimulation. Immunofluo-
rescence data showed that in case of TRIF-independent signaling despite elevated IRF3 level 
the nuclear translocation of IRF3 was abolished in ADAR1-deficient macrophages, while TRIF-
dependent stimulation still led to an efficient IRF3 translocalization. These findings indicate for 
ADAR1 a newly so far unknown function as an important modulator of type I IFN responses to 
PRR ligands and viral infections. In this context ADAR1 exerted on the one hand inhibitory 
functions on the TRIF-IRF3 axis in the type I IFN induction pathway, while in contrast to that 
IRF3 translocation downstream of TRIF independent signaling was strongly promoted by 
ADAR1 and hence revealed for ADAR1 in this case an activator function in IRF3-dependent 
type I IFN response. Consistently a significant ADAR1 dependent effect on the type I IFN acti-
vation potential of pDCs, which trigger the type I IFN response independently of IRF3, could 
not be observed. Further experiments have to elucidate the underlying mechanisms of the 
modulatory functions of ADAR1 on the IRF3 translocation as well as on the TRIF activity. 
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Additionally in the course of the analyses of different ADAR1 deficient immune cells a critical 
role for ADAR1 function in the differentiation of certain cDC populations was observed in vitro 
as well as in vivo. The in vitro differentiation of mDCs in ADAR1-deficient cultures was com-
pletely lost, while in vivo the CD103-positive cDC population in different peripheral organs of 
conditionally ADAR1-deficient mice was not detectable. Since in vitro generated cDCs as well 
as the CD103-positive cDC population in vivo show a dependency on GM-CSF signaling, a de-
fect in this signaling pathway mediated by the ADAR1 deficiency suggested itself. Further in-
vestigations will clarify this issue and moreover a potential functional relation between the 
dysregulated cDC differentiation and a possibly increased type I IFN signature. 
 
Keywords: ADAR1, type I interferon, TRIF, IRF3, macrophages, dendritic cells, differentiation, 
editing 
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Abb. IV.1 Sekundärantikörper-Kontrollen für Immunfluoreszenz-Färbungen von IRF3 und IRF7 in Mak-









) M-CSF-generierte Makrophagen wurden mit LPS [1 µg/ml] stimuliert, 
mit Sendai Virus (SeV) [2 MOI] infiziert oder unbehandelt belassen (Ctrl). Die Zellen wurden nur mit 
dem Fluoreszenz-markierten, sekundären Antikörper inkubiert (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI 
gegengefärbt (blau). Die Immunfluoreszenzen wurden mittels konfokaler Mikroskopie aufgenommen. 
Die Sekundärantikörper-Kontrollen (2.AK) zeigten keine unspezifische Färbung. Repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 
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